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STEVIA REBAUDIANA. I. Determinagao quantitativa dos componentes doces.
Correlagao entre um metodo quimico e o metodo de cromatografia 1iquida
dd alta pressao.

Isménia Salignac de S. Guimaraes'
Seiva Cherdman Cascon!
Afonso do Prado Seabra?

Stevia rebaudiana (Bert) Bertoni (Compositae) e planta originaria

do Paraguai e Sul do Brasil que se caracteriza pelo sabor doce muito intenso
de suas folhas resultante da presenca de varios glicosideos de uma unica aglico
na diterpenica, o acido caurenico.
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M mewmge®T e Africa do Sul os nativos usam as folhas de Stevia
como adogante em cafes e chas (Tanaka, 1982).
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Recentemente essa planta vem despertando grande interesse, ja que
seu principal componente doce, 0 esteviosTdeo, que & cerca de 300 vezes mais do-
ce que a sacarose, podera ser um substituto da sacarina, adogante cuja restrigao
de uso e cada vez maior devido a seus efeitos toxicos.

No Japao, o esteviosideo je e empregado como aditivo em diversos
alimentos como molhos de soja, vegetais em conserva e sucos de frutas (Tanaka,
1982).

Em 1979, cerca de 300 toneladas de planta seca foram colhidas nao
somente no Japao mas tambem no Sul e Leste da Asia (Tanaka, 1982).

No Brasil tem observado interesse na cultura e desenvolvimento de
tecnologia, para o aproveitamento dos principios doces de Stevia.

A produgao agricola esta em desenvolvimento visando um mercado ex-
portador promissor, principalmente o Japao.

Informagcoes junto a maior firma exportadora de Stevia no Brasil ,
indicaram uma exportacao, em folhas secas, de 10 toneladas em 1981 e 15 tonela -
das em 1982, volume reduzido devido a produgao insuficiente e a um consumo inter
no elevado.

Os produtores agricolas de Stevia tem se preocupado em selecionar
especimens mais ricos em edulcorantes bem como em determinar as melhores condi-
goes de cultura e de poda.

Determinagoes quantitativas de esteviosideo e de outros componentes
doces das folhas de Stevia tem apresentado problemas.

Os teores de edulcorantes encontrados por diversos autores variam.
Angelucci (1979) encontrou 8,0%, Hashimoto (1978) entre 2,0 e 7,7%. Ahmed e
Dobberstein (1982) afirmam que a tecnica de Hashimoto extrae somente 50% dos
edulcorantes e assim sendo aqueles seriam o dobro.

Os dados analiticos disponiveis na literatura nao esclarecem o lo-
cal, idade e modo de cultivo das plantas analisadas. Esses fatores influem como
foi observado pelos autores deste trabalho. Ocorre um aumento de edulcoran
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tes com o desenvolvimento da planta assim como em determinadas condigoes de clima
e cultivo, independentes do fator genetico.

Alguns dos metodos descritos na literatura se fundamentam na reagao
destes componentes glicosidicos com antrona, reagente empregado em determinagoes
de agucares.

Estes metodos espectrofotometricos se diferenciam entre si pelos
sistemas de purificagao previa empregados para eliminar interferentes, principal
mente os agﬁcares componentes das folhas.

Um micro metodo descrito por Metivier e Viana (1979) emprega a cro
matografia em camada delgada de gel de silica para separar os componentes das fo
Thas. Apos a separagao do esteviosideo dos agucares, e feita a eluigao do este
viosideo com agua e a determinagao deste se faz pela reagao com antrona. Este me
todo, ensaiado pelos autores, mostrou-se pouco preciso. Observou-se que a sTli
ca gel adsorve fortemente o esteviosideo de modo a impedir sua recuperagao quan
titativa.

Um outro metodo, descrito por Angelucci se vale da maior solubilida
de dos agucares no eter. 0s edulcorantes, sao precipitados de uma solugao meta
nolica pela adigao de excesso de eter e o precipitado & dissolvido em agua  quen
te; a solucao aquosa e purificada e procede-se a dosagem dos edulcorantes totais
pela reagao com antrona.

0 método proporciona resultados concordantes e repetitivos, porem
excessivamente elevados em comparagao com os dados mencionados anteriormente.

Pelo emprego desse metodo os autores encontraram valores entre 8,0
e 25,0% de edulcorantes totais em diferentes amostras de plantas. Estes valores,
bastante elevados, parecem ser devidos a presenca de interferentes nos extratos
de plantas, mesmo depois de purificados.

0 metodo mais recente adotado para a dosagem dos componentes doces
de Stevia rebaudiana & o que emprega cromatografia 1iquida de alta pressao (HPLC)
segundo tecnicas descritas por Hashimoto e colaboradores (1979) e Ahmed e Dobber
stein (1982).
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Dosagens de esteviosideo ensaiadas atraves dessas tecnicas utili
zando colunas radial Pak C]B’ u  Bonda Park NH2 ou duas colunas de proteina
I-125 Watters, em serie, nao tiveram sucesso mesmo quando numerosos sistemas de
solventes foram tentados tais como: metanol, metanol:agua (1:1), acetonitrila,
acetonitrila:agua (1:1) e tampao TRIS (hidroxi-metil) amino metano + sulfato de
sodio 0,1 M pH=7,2.

Seguindo a tecnica de Ahmed que usou duas colunas de proteina ]
propanol-1, como fase movel, para a separacao de esteviosideo, rebaudiosideo A e
rebaudiosideo C, os autores nao conseguiram bons resultados.

Uma separagao satisfatoria foi obtida quando se usaram duas colu
nas de proteina em serie e agua deionizada como fase movel, nas condigoes espe
cificadas a seguir:

2 Colunas de Proteinas I - 125, 30 x 0,78 cm de diametro interno (Watters)
Vazao de eluigao: 3 ml/min

Pressao da bomba: 1,4 psi

Atenuagao do refratometro diferencial: 4 vezes

Temperatura : ambiente

Detetor de U.V. : 210 nm

Velocidade do registrador: 30 cm/min.

Nessas condigoes de operagao separou-se a mistura dos edulcorantes
totais com um tempo de retengao de 10 minutos.

Os valores fornecidos por HPLC foram calculados a partir da curva
padrao da lei de Beer construida através de uma variacao de concentragao de este
viosideo padrao contra a altura dos picos correspondentes a 100, 200, 300 e
500uf de uma solugao a 0,1% em agua.

Foram analisadas de forma identica por HPLC e pelo metodo quimico
12 amostras de Stevia rebaudiana. O0s resultados mostraram que os valores de

HPLC sao aproximadamente 50% dos valores obtidos pelo metodo quimico.
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Com base nos dados analiticos foram calculados os valores que repre
sentam a correlagao entre os dois metodos:

HPLC = &n A - a

b
onde: A = valor (%) obtido pelo metodo quimico
a = 2,05676
b = 0,08640

Esses parametros foram estimados pelo metodo dos minimos quadrados,
ajustando-se as 12 observagoes disponiveis o modelo:

fn A=a+ b . HPLC + e

Houve a necessidade de se proceder a uma corregao para a heterocedas
ticia dos erros. Assumiu-se para tanto que:

e = HPLC . e'

Na Tabela 1 sao apresentados os resultados obtidos para as estima-
tivas dos parametros.

As amostras analisadas foram bastante reduzidas, havendo necessida-
de de maior numero para que haja confiabilidade no metodo.

A correlagao entre os dois metodos pode ser aplicada nos casos em
que o equipamento de HPLC nao for disponivel.

A Tabela 2 mostra os resultados das analises de 12 amostras de
Stevia rebaudiana obtidos pelos metodos de HPLC e quimico de Angelucci (1982).

Os dados apresentados nessa tabela sao portanto experimentais.
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TABELA 2
Amos tra HPLC(%) Metodo Quimico(%)
] 5,4 10,7
2 8,0 19,0
3 10,3 16,0
4 Y 14,6
5 10,0 23,6
6 8,9 16,0
7 7,4 17,0
8 6,0 15,0
9 8,3 15,3
10 6.5 125
11 6,2 14,3

12 10,3 14,9
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