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Investigation of synthetic sweeteners in
Stevia rebaudiana (Bert.) Bertonl natural sweetener
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Foram analigadas 19 amostras de "Adogantes Naty
rata de Stewvia”, temdo por objetivo verificar-es¢ a
presenga de outros adogantes ndo caldricos sintéti
cos qué nao sde declaradve ne rétulo do produto.
Conatatou-ee que em 18 amostras, além de componentes
do extrato de Stevia reubadiana (Bert.) Bertoni, a
sacarina estava presente ¢ que 85 wma delas declara

R

va tal fato no rétulo. Em tréa dessas amwstras foi
encontrado também aspartamd @ em wm, ctelamato. FL
e nalmente, em uma amostra nao foi encontrado nenun
g componente do extrate de Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni, mas sim uma mistura de mmitol e aspartame.

4 UNITERMOS : Cromatografia em camada delgada de extra
Wi to de Stevia rebaudiana’ {Bert.) Bartoni; saecarina;
b etelomato; aspavtame; mamitol.

“Stévia®, planta de ssbor doce, nativa do Paraquai e dreas limitro
es do Mato Grosso do Sul, J& era utl)izada pelos indigenas devido ao seu

“sabor doce, motivo pelo qual era chamada pelos guaranis de Ka'a he's (1,8).

e Em 1889 o botdnlico Bertoni . descreveu o Ka's he's como uma r;ova
;gﬂ’ggpécle do.género Eupatoriwn, chamando-a Eupatorium rebaudianum.

Em 1901 o Jardim Botnica de Kew, na Inglaterra recebeu amostras e

Yrabalho reallizade m Instituto Adolfo Lutz — Av. Dr. Armaldo, 355 -
Caixa Postal 7027 - $3c Paulo, SP - Brasil. :
¥ Secdn de Farmacognosis da Divisao de Bromatologia e Quimice do Institu

e

* . to Adolfo Lutz.

.
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] lnfo.rmasﬁﬂi do Eupatorium fornecidas pelo consul Inglds em Assungdo.

0 préprio Bertoni, em 1905, ratificagao a classificagdo da planta
e a designou entao de Stevia rebaudiana Bertonl, ‘

0s estudos para se conhecer 0s comp tes quimicos da “Stevia®
iniciaram-se em 1900, com Rebaudi e prosseguiram, até que em 1931 BRIDEL
& LAVIEILLE{1), na Franga, Isclaram e purificaram 0 esteviosideo.

0 poder adogante do esteviosfdeo € apresentado como sendo de 200 a
300 vezes maior do que o da sacarose {1,9,13), 0 que o caracterizou como um
adogante ndo calérico, Esta propriedade aespertou entdo, o Interesse de se
utilizar tanto a planta da Stevia rebaudiana (Bert.) Bertonl, como seus com
ponentes purificados em dietas de substitulgdo da sacarose.

surglu entre nds preparagias apresentadas como “Adogante Natural de
Stévia", ou entdo "Stévia D", utillizando-se, neste (ltim caso da termino
logia homespatica. Tals preparagbes sdo obtidas da incorporagae do extrato
de Stévia em manitol e utllizada 3s colheradas, e usadas em substitulgdo ao
agucar.

0 presente estudo, contudo, teve por objetive a verificagdo qualj
tativa de Stévia e de outros adogantes nao caldricos e ndo declarados na

férmula do produto, mas que poderiam estar presentes na preparagio,

Embora a literatura nos apresente varias técnicas anallticas de da
tecgdo dos principios atlvos da Stévia, com cromatografia em fase gasosa(l0),
HPLC (13), uv (1) e IR{1), fol escolhida a Cromatografia em Camada Delgada
{9), por se adequar as nossas condigdes de trabalho, tntroduzindo-se uma L)
dificagdo no revelador empregado, por se tratar o esteviosideo de um glics
sido diterpénico. 0 mesmo critério seap)icou com relagao aos outros adogan
tes pesquisados, dessa forma a detecgac de sacarina, ciclamato, aspartame
{4,7,11,16), ocorreu por CCD, embora métodos altamente soflsticados estejam

descritos na literatura {3,4,5,13,14).

Nosso objetive fol verificar a fraude que ocorre nestas prepara-
¢oes, pols os rotulos na grande maloria dos casas nac menclonam a presenga

de sacarina e outros adogantes ndn caléricos sintéticos.

MATERIAL E METODO

Foram analisadas 19 amostras ds adogantes de Stevia, no perfodo de
um ano. Parte dessas amostras fai colhida pelo Servigo de Flscalizagdo e

parte foi recebida pela segio para anilises de orlentagdo, sendo que qua
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tro destas n3c se apresentavam na embatagem final de comercializagdo.

— Método para Detecgho Qualitativa de Extrato de Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni '

Conforme foi assinalado anteriormente, & detecgdo dos componentes
do axtrato de Stevia rebaudiana {Bert.) Bertoni, utilizou-se placas de s
licage! 660 (9), com fase mével n-butanol:matanci:agua (B:1:1) com desenvel
vimente Unico, ascendente de t5cm, com saturag3o total da cuba. Para visua
lizagde utlllzou-se solugao de anisaldelda sul furico, por se tratar o este
viosideo de glicésido diterpénico, ao invés da revelagdo pelo fodo, confor
" me descrito por RUTH LEVI (9). As placas foram aquecidas & 1102C por 10 min
e o perfil cromatografico pode ser observado através de manchas azuladas e

azul -esverdeadas.

; Preparo das Amostras em pé — A 2g da amostra foram adicionados 3ml
‘ de dgua, seguido de agitaglo com bastdo de vidro e filtragio

Preparo das Amostras |lquldas — Apticar diretamente sobre a placa

¥ a solugdc da amostra.

Preparo do Padrao — Foram utilizados dols tipos de padrao para com

paragdo com as amostras:

1 ~ Esteviosideo isolado e purificado;

2 - Extrato obtido das folhas — moer aproximadamente 2g de folhas
de Stavia rebaudiana (Bert.) Bertonl e preparar um extrato por
percolagdo, usando uma mistura hldroalcodlica a 709C, recalhen

do aproximadamente 20ml de extrato.

Aplicou-se na placa amostra e padrdo, observando-se o perfil croma
tografico e a intensidade das manchas obtides para ambos.

\

' _ Mitodo para Detecgdo Qualitativa de Adogantes Nio Caloricos

As técnlcas utillzadas, de um mode geral, foram aquelas ja mencio
;- nadas na literatura especlalizada (4,11,16), con modificagoes nos métodos de

L extragdo.

Preparo da Amostra — Transferir aproximadamente 3g do pd para um
= funi] de separag3o adiclonando 20ml de Zgua, 5ml de acido sulfirico W e
' extralr com trés porgdes de 50m! de acetato de etila. Filtrar por al godio
,» embebido em acetato de etila e sulfato de sddio anidro. Evaporar 3 secura
E' utllizando corrents de ar, sem aquecimento. Ressuspender o residuo em 1l de
E tcool ditufdo 1:1.
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Foram utilizados padres de sacarina sddica p,a. ¢ ciclamato de cal
cio p.a., separadamente, e misturados, compondo-se um padrao de mistura de

ambos, dissclvidos em alcool 1:t,

Para a detecgdo da sacarina fol usada placa de Silicagel G, e como
fase movel, acetona: solugdo aquosa de hidréxide de amdnio 3 10%: acetato
de etila (é:l:l) , tendo-se desenvolvido o cromatograma em percurso dnico,
ascendente de 15cm, a revelagdc foi obtida com reativo de nitrato de pra
ta* , seguido de aquecimento em estufa a 1059C por 5 minutos, e posterior
aplicagao do reativo de pirogalol**. A sacarina aparece como manchas bran
cas sobre Fundo cinza escuro (Rf -0,53}.

* Reativo de Nitrato de Prata

Nitrato de prata ............ 170 mg
Agua destilada .....ievvuaass. 0,5 ml

Solugao de hidrdxido
de amonia 3 0% ...i..euiaaanns 1,25ml

Etanol p.a, s.veeres wessassss 50 ml

** Reativo de Pirogalol

Pirogalol ....ovvivennnnanease. 50 ml
Etanol p.a. GuS.pPs cussrassee 50 ml

— Detecgdo Qualitativa do Ciclamato

Empregar placas de Silicagel # {4,11). No caso de serem preparadas,
as placas nao devem ser secas na estufa e sim 3 temperatura ambiente e usa
das dentro de 36 horas (4). Como fase movel foi enpregadd n-butanol: dlcool
etilico: hidroxldo de amonia: dgua (W0:4:1:9), ¢ apos desenvelivimento anico,
ascendente com percurso de 15cm, com saturagSo total da cuba. Revalou-se o
cromatograma aplicando-se.na placa, primeiramente, uma solugdo de Browo em
cloroférmio @ 5% v/v e a seguir, solugao de Fluorescelna 3 0,25% em misty

ra de dimetilformamida: alcool (1:1).

0 ciclamato aparece comd uma mancha rogea em fundo amarelo-esver
deado (Rf -0,47).

As amostras foram também submetidas & cromatografia em camada de]
gada tendo sido apenas dissolvidas em um pequenc volume de agua, ¢ apés fil

tragdo, alfquotas foram aplicadas nas placas para desenvalvimento do croma
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tograma,

A detecgdo do ciclamato também fol realizada em tubo de ensaio se
gundo técnica de HARRISON e COOK (5), modificada pela adigio de cloreto de
bario apds reagao da amostra com nltrito em meio acldo. Em caso de reagao

positiva, observava-se turvagao pelo surgimento do sulfato de baric.

— Detecgdo do Aspartame (ester met{lico da N-L - a-aspartil-L-fenilalanina)

As amostras foram dissolvidas em agua, filtradas e o Filtrado foi
aplicado sobre placas de Silicagel G 60, comparativamente ao padrao de as
partame p.a., utllizando-se como fase mdvel n-butanol: metanol: agua (8:1:1),
desenvolvimento inico, ascendenta de !5cm, com saturagdo total da cuba., 0
reagente cromogenico de revelagdo fol a ninhidrina (Solugdo A + Solugda B)

que apés aguecimento & 1109C revelou o aspartame como uma mancha violeta
(Rf ~0,3),

Para verificagao do manitol como exciplente foram empregadas téenl
cas de LARA et al,.{B) e VEIGA et al.{17) em cromatografia em papel,

RESULTADOS

Das 19 amstras estudadas, 18 apresentaram compenentes do extrato
de Stevia rebaudiana {Bert.) Bertoni e sacarina. Destas, trés apresentaram
também aspartame, e uma ciclamato. Em uma unica amostra foi constatada ape
nas a presenga de aspartame (Tabela 1),

DISCUSSAO

Durante a execugao do estudo, observou-se que ho preparo das amos
tras para a detecgdo da sacarina pode-se alternativamente dispensar a ex-

tragdo com acetato de etila em melo acido, podendo-se simpl te dissol
ver a amostra em ‘Sgua, da mesma forma como o realizado para identlficagao
dos componentes do extratc de Stevia, ¢ que ainda com esta solu¢do aquosa
pode-se também identificar a presenga de aspartame, o qus & uma vantagem,
pois com aproximadamente 2 gramas de amostra pode-se detectar estes trés
componentes. Porém, se a amostra contiver ciclamato juntamente com sacar|
na, deve-se fazer a extrag3o preconizada anteriormente com acetato de etl
la em meio acido, para evitar a interferencia da sacarina na reveligio do
ciclamato.

0 estudo realizado constatou que 34,743 dos "Adogantes Naturais de

Stevia" analisados continham sacarina na Fformulagao e que destes, 94 ,44%

.
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TABELA | - Extrato de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni e outros adogantes
nao caléricos sintéticos em "Adogantes de Stadvia".

TABLE 1 -
 AHOSTRA ‘g:’g;‘gcﬁ‘ SACARINA  ASPARTAME CICLAMATO
1 + + - -
2 + + - -
3 + + - -
4 + + - +
5 + + - -
6 + + - -
7 + + . - . -
8 + * - -
9 / + + - -
10 + + — -
1% + + - -
12 + + - -
13 + + - -
14 + + + -
15 + + +* . -
16 + + + -
17 + + - -
18 + + - P -
19 - - * . -
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ndo declararam nas respectivas formulas [nscritas ros rétulos. Nas sé a sa
carina foi encontrada, mas também o aspartame,que em 1667% das amostras es
tava presente juntamente com a sacarina e 5,563 continham também eiclamato.
Apenas 5,26% das amostras analisadas declararam a presenga de outro adogan

" te alem do extrato seco de Stevia.

Em nenhuma das amostras analisadas obteve-se apenas o extrato de
Stevia Incorporado ac excipiente. O extrato seco de Stevia como ja mencio
nado anteriormente, possui um alto poder adogante e mesmo se usado numa al
ta diluigdo, terla um efeito adogante significativo. 0 fato de ter-se en
_contrado outros adogantes sintéticos nesses produtos, sugere que Os mesmos
contéem pouco'extrato de Stevlale que foram adicionados dessas substancias,
~a fim de se atingir o dulgor final desejado.

Outra |rregularidade encontrada, fol a inexistancia de registro Jun

to a0 drgdo competente do Ministério da Saide, que em portaria de 26 de ja

neiro de 1388, autoriza e normatiza o emprego de extrato purlficado de fo

thas de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni e do steviosideo.

CONCLUSRD

0s resultados obtidos mostram claramente que os critérios éticos pa
ra a manlpulagdo e comercializagao de fitoterdpicos ndo estdo sendo segui
dos.

A Stevia tem sido utillizada como uma alternativa para adogantes sin
téticos, por tratar-se de um produtc natural e ndo apresentar efeitos cola
terals indesejaveis, Da forma como se apresentam (n3o atendendo as disposi
goes legals vigentes da Lei de Vigilancia Sanitdria quanto acs dizeres de
rotulagem, quanto & auséncia de farmula e registro no drgie competente do
Ministério da Saude) estes produtos levam o consumidor a acreditar que es
td ingerindo um produto natural, quando na verdade ele esta consumindo aque

les mesmos adogantes que pretendia evitar,

SUHMARY

Nineteen samples of Stevia Natural Sweeteners have been danalised
aiming at the controlment of the presence cf other ayntheltic sweeteners
‘that are not declared on the label of the product. It was evidenced that
in eighteen samples, saccharin was presant besides the componente of Stevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni extract and that in only one of them such fact
was stated on the label. Aspartame was fownd in three of these samples and

59

cyclamate in one of them. Finally, no component of Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni extract was found in one of the samples, but a mizture of manitol
and aspartgme was,

Key-words: Thin-layer chromatography of Stevia rebaudtana (Bert)
Bertoni extract; sacchartin; cyclamate; aspartame; mannitol.
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