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RESUMO

Os glicosideos, esteviosideo, rebaudiosideo A, B, C, D, E e dulcosideos A e B, que
s80 extraidos das folhas da planta nativa denominada Stevia rebaudiana Bertoni ou
simplesmente Stévia, sd0 usados como edulcorantes. Uma das etapas do processos de
extracdo desses glicosideos é a clarificagdo do extrato de Stévia. A clarificacdo é uma
etapa muito importante pois traduz a qualidade visual do produto, por isso existem muitos
trabalhos publicados e pesquisas em andamento nessa &rea. OS processos convencionais de
clarificacéo apresentam algumas desvantagens. deixam residuos nocivos a salde, possuem
um custo bastante alto de implantacdo e de uso, possuem tecnologia operaciona que
consome reagentes e mao-de-obra especializada, o que faz com que se tenha um custo
elevado. Por isso uma tecrologia simples e que ndo deixa residuos téxicos no produto final
€ interessante, além de necessaria. No presente trabalho, foram feitas trocas com ions de
célcio e béario nas zedlitas NaX e NaA. O extrato aquoso de Stévia foi entdo colocado em
contato com as zedlitas modificadas obtidas na troca CaX, BaX, CaA e BaA; depois foi
analisado o efeito desse contato. Os resultados mostraram gque o extrato que ficou em
contato com a zedlita CaX foi o que obteve maior descoloracdo e ndo teve as
caracteristicas iniciais alteradas, em termos de concentracdo de glicosideos e sabor. Com

testes feitos em batelada a temperatura ambiente, 0 contato extrato aquoso de
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StévialZedlita CaX, proporcionou uma descoloracdo entre 70-80%. Além disso houve uma
queda aproximada de 10% em CHT, o que ndo € uma variagdo significativa e de 30% em
Brix,. Foram feitos testes variando a massa de zedlita, para com isso obter a massa ideal
para 0 processo. Com a temperatura também foi feito teste semelhante, onde foi fixada a
massa de zedlita e a concentracdo do extrato, a fim de determinar qual a temperatura ideal
de processo. Com os testes foi possivel observar que a agitacdo é fundamental, pois
diminui o tempo de processo. Os testes mostraram ser possivel a regeneracéo da zedlita,
sendo possivel sua utilizagdo por mais de uma vez no processo; e com essa zedlita foi
possivel alcancar uma descoloragdo entre 65-70%. A partir dos resultados obtidos em
testes bateladas, foi montado um maodulo, com leito fixo de zedlita CaX onde foi passado o
extrato aquoso de Stévia em fluxo ascendente. A vazdo controlada para que o tempo de
contato fosse o suficiente. Na clarificagdo do extrato aguoso de Stévia, 0 processo com
zedlitas se mostra vantgjoso pois. tem baixo custo, ndo deixa residuos nocivos a salde, a
tecnologia operacional € de facil entendimento e aplicacdo e ndo representa nenhum risco
a0 meio ambiente.
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ABSTRACT

The glicosydes, stevioside, rebaudioside A, B, C, D, E and dulcosides A and B, wich
are extracted of the dry leaves of the native plant denominated Stevia rebaudiana Bertoni
or simply Stevia, are used as sweeteners. One of the process stages of extraction of those
glicosides is the clarification of the agueous extract of Stevia. The clarification is a very
important stage because the visual quality of the product depends on it, for that reason
there are many published works and research in progress in that area. The conventional
processes of clarification has some disadvantages. it leaves toxic residues to the hedlth, it
has a high cost of implantation and maintenance, and the operational technology consumes
reagentes and specialized labor which elevates cost. For this reason a smple technology
that does not result in toxic residues in the final product is interesting and necessary. In the
present work ionic exchanges were made with ions of calcium and barium in zeolites NaX
and NaA. The effect of the contact of agueous extract of dry leaves of Stevia rebaudiana
Bertoni leaves with the CaX BaX, CaA and BaA was evaluated. The extract of Stevia that
was in contact with the zeolite CaX showed the largest clarification and did not present
aterations of its initial of characteristics, in terms of concentration of glicosydes and
flavour. In batch tests at ambient temperature, the contact of Stevia aqueous extract and

CaX zeolite provided a clarification between 70-80%, resulting in a decrease of



approximately 10% CHT, the variation are not significant and of 30% Brix. Tests were
made varying the zeolite mass, to obtain the ideal mass of zeolite for the process. Similar
tests were performed to evaluated the temperature effect in which the zeolite mass and the
concentration of the extract were maintained constant. It was also observed that agitation is
fundamental, because it decreases the process time. It was verified that the zeolite can be
regenerated, alowing its use for than once; and with the regenerated zeolite, it was
possible to obtain a clarification between 65-70%. After the performance on these batch
tests, an experimental module consisting of a fixed bed of zeolite CaX was built. The
Stevia aqueous extract was passed upwards and flow rate was controled to promote
adequate contact. In the clarification of the Stevia agueous extract, the process with
zeolites has proven to be advantageous because: it has low cost (zeolite), it doesn't leave
residues that can be toxic, the operational technology is of easy understanding and

application and in addition, is not associated to risks to the environment.
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1. INTRODUCAO

No mercado atual o elevado padréo da sociedade tecnoldgica tem mudado o
conceito de salde e a introducéo de novos produtos quimicos tem modificado os habitos
alimentares do homem, que cada vez mais esta interessado em um modo de vida saudével
(KINGHORN et a., 1995). Por simples problemas estéticos ou de salde, 0 homem esta
substituindo o conhecido e consagrado agUcar (sacarose) por produtos conhecidos como
edulcorantes, compostos com sabor semelhante ao da sacarose, porém de baixo ou nenhum
valor calérico (ANGELUCCI, 1989).

Dentre os edul corantes, temos os glicosideos adocantes que sdo extraidos das folhas
da planta nativa denominada Sevia rebaudiana Bertoni ou simplesmente Stévia. Esses
glicosideos séo: esteviosideo, rebaudiosideo A, B, C, D, E e dulcosideos A e B. A
vantagem desses glicosideos € que sdo: edulcorantes naturais, ndo caldricos, nao-
metabolizévels, ndo-fermentedvels; anti-cariogénicos e anti-placas. Além disso sdo
estaveis a uma ampla faixa de pH e ao calor, o que os torna industrialmente interessantes
(CANDIDO e CAMPOS, 1996).

No processos de extracdo dos glicosideos da Stévia, a clarificacdo € uma etapa
muito importante pois traduz a qualidade visual do produto a ser utilizado em industria
alimenticia

Existem muitos trabalhos publicados, desde revisdes até patentes, que incluem:
métodos analiticos, métodos de purificacdo, avaliacdo sensorial e principa mente sobre os
aspectos toxolégicos, onde todos atestam a seguranca do extrato de Stévia e seus
glicosideos adocantes para 0 consumo humano. No entanto, existem poucos artigos onde
zedlitas foram usadas no processo com Stévia.

A idéia da utilizac8o de zedlitas no processo com Stévia surgiu do conhecimento da
utilizacdo de zedlita na separacdo de outros glicosideos com sucesso. Acreditava-se que a
zedlita teria afinidade com os glicosideos da Stévia, ou com pelo menos um deles
especificamente. Poderia também ocorrer que 0s compostos responsaveis pela coloracéo
tivessem preferéncia na adsor¢do e assim separar 0s glicosideos da cor indesgjada.

No presente trabalho, foram feitas trocas iGnicas com ions de calcio e bario nas
zedlitas NaX e NaA. O extrato aguoso de Stévia foi entdo colocado em contato com as
zedlitas modificadas obtidas na troca Cax, BaX, CaA e BaA; e avdiou-se a influéncia
desse contato na clarificacdo do extrato aquoso de Stévia, por adsor¢do dos compostos

coloridos.
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Atraveés de experimentos foi possivel observar que o extrato de Stévia que ficou em
contato com a zedlita CaX foi 0 que obteve maior descoloracdo e ndo teve as
caracteristicas iniciais alteradas.

Foram feitos testes variando a massa de zedlita, a temperatura e a concentracéo do
extrato. Foi ainda analisada a influéncia da agitacdo, bem como da reutilizacdo da zedlita
NO Processo.

Na clarificagdo do extrato aquoso de Stévia, 0 processo com zedlitas se mostra
vantajoso pois. a zedlita pode ser reutilizada, tem baixo custo, ndo deixa residuos nocivos a
salde, possui tecnologia operaciona de fécil entendimento e aplicagdo e ndo representa
nenhum risco ao meio ambiente.

O elevado potencial econdmico dos glicosideos extraidos da Stévia, torna
importante procurar solucdes para o problema de extracdo. Com o interesse cada vez maior
por produtos naturais os dos glicosideos da Stévia tém sua importancia cada vez mais
acentuada.

Associar a um produto natural uma técnica de clarificagdo ndo agressiva, torna o

processo zeolitico especialmente atraente.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Adocantes

A raca humana estabelece uma intima relacdo do dulgcor com o prazer e a
seguranca. Como resultado, 0 alto consumo tém sido atribuidos para substéncias que
exibem o sabor doce. O mel e as frutas tém sido apreciados através da histéria por suas
propriedades adocicadas; o aglcar tem sido refinado desde quatro séculos antes de Cristo e
era considerado como uma fina e rara iguaria. Hoje em dia, o aglcar € aceito como uma
substancia comum.

O desgjo do homem por coisas doces é geramente satisfeito pelas bebidas,
confeitaria e outros alimentos, de um modo geral, adogados com adocantes calGricos ou

ndo caléricos.
2.1.1. Adocantes caloricos e ndo caléricos

2.1.1.1. Adocantes naturais caloricos (nutritivos)

Os adocantes considerados caléricos sdo aqueles mais comumente utilizados pelo
homem que, além de serem bastante doces, sd0 ainda nutritivos. Na sua maioria,
administram, quando ingeridos, em torno de 4,0 kcal/g. Sd denominados genericamente
de "agUcares’, sendo a sacarose 0 parametro basico de comparacdo. A Tabela 1 relaciona

0s principais adocantes cal 6ricos e 0s seus poderes edul corantes.

A galactose, xilose, glicose e frutose sGo monossacarideos, enquanto a lactose,
maltose e sacarose, sdo dissacarideos, ja o sorbitol, xilitol, manitol sdo polidcoois

derivados dos respectivos acucares.
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Tabela 1. Dulgor relativo dos aglcares (baseado em DOSSIE TECNICO, 1984).

Substancia Ocorréncia natural Dulcor
Lactose Leite 0,16
Gadlactose N&o é encontrada livre na natureza. 0,32

A partir de residuos de varios polissacarideos.

Maltose Sintetizado a partir do amido. 0,32

Xilose N&o é encontrada livre na natureza. 0,40

Existente na madeira, palha, casca de cereais,

sabugo de milho.
Sorbitol Frutas, algas vermelhas. 0,54
Manitol Frutas, vegetais. 0,57
AcUcar de milho A partir do amido milho. 0,73
Glicose (dextrose) | Frutas, mel. 0,74
Sacarose Cana-de-acUcar, beterraba. 1,00
Xilitol Madeiras, frutas, cogumelos, fermentacao. 1,00
AcUcar invertido Sintetizado a partir da sacarose. 1,30

(glicose + frutose)
Xarope de milho Obtido a partir do xarope de milho (ED= 70). 1,40

rico em frutose

Frutose (levulose) | Frutas, mel. 1,70

Foi atribuido um valor de 1,0 gust (1,0 gust = sabor doce de uma solucdo de
sacarose a 1,0 % ) ao dulgor da sacarose. A avaliacéo foi feita estatisticamente através de

painéis de degustacdo com degustadores treinados.

A) Sacarose

A sacarose (Figura 1) é o adocante mais consumido pelo ser humano. A paavra
acUcar" é derivada do sanscrito Karkara, que significa areia ou cascalho, e mais
diretamente do arabe sukkar. A sacarose é encontrada em plantas verdes, onde é um dos
principais produtos da fotossintese e é o agente principal na translocacéo dos carbonos
fixados no processo fotossintético para o resto da planta. O bérdo Acer Saccharinum -

arvore canadense - Maple tree - que produz uma seiva agucarada), algumas palmeiras e 0
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sOrgo sacarinico contém quantidades apreciaveis de sacarose, ndo esquecendo do mel de
abelhas que contém boa quantidade de sacarose, mas ndo sdo importantes comercia mente.
A cana da acUcar (60 %) e a beterraba (40 %) sd0 as maiores fontes industriais do aglcar

em nivel mundial.

CH;OH
o HOCH; O

OH HO
0
Ho CH; OH

0OH OH

Figura 1. Sacarose (baseado em CANDIDO e CAMPOS, 1996).

A sacarose é um dissacarideo ndo redutor (b-D-frutofuranosil- a-D-
glucopiranosideo). Possui uma rotagdo Optica positiva [a]lp = + 66,59 e pode ser
prontamente hidrolisada. A mistura resultante de glicose e frutose tem uma rotagcdo Optica
negativa e € conhecida como "acUcar invertido", que é ligeiramente mais doce do que a

sacarose. A sacarose é fermentavel, mas é resistente a decomposi¢cdo microbiana quando
em concentragdes elevadas (65 % ou mais) (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

Breve histérico do aglcar de cana

A cana de agucar (Saccharum officinarum) € uma graminea gigante semelhante ao
bambu crescendo a uma altura de 4 a 5 metros, necessita de um solo Umido e climatropical
ensolarado. Contém em torno de 13 % de sacarose. A planta € originaria do Pacifico Sul,
provavelmente da Nova Guiné, e foi transportada do norte para o Sudoeste da Africa e
india. O aglicar foi claramente mencionado pela primeira vez no Oeste da india em 325
a.C. por Nearchus, um oficia do exército invasor de Alexandre. O cultivo da cana-de-
aclcar e o seu refinamento difundiu-se pela China em torno dos anos 100 a.C., de forma
gue ja era uma indlstria prospera na época de Marco Polo (1254-1324). N&o atingiu o
Mediterraneo sendo relativamente tarde, provavelmente em consegiiéncia da conquista
arabeem 635 d.C.
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O acucar foi introduzido na Europa no seculo X1l pelos mercadores venezianos.
Os portugueses iniciaram o cultivo da cana-de-agUcar na Ilha da Madeira e em seguida, na
costa oeste da Africa e no Brasil no século XVI. Os espanhdis introduziram a cana-de-
acUcar nas llhas Canérias de onde Colombo trouxe a mesma para o Caribe. As plantagdes
de cana no Novo Mundo eram muito dependentes do comércio de escravos, em razéo da
necessidade de trabalho pesado no cultivo e colheita da cana-de-aclicar (AY KROY D, 1967
e PANGBORN, 1974). Hoje o Brasil € um dos maiores produtores mundiais de agUcar-de-
cana.

A beterraba, Beta vulgaris, que contém aproximadamente 16% de sacarose € a
segunda fonte principal deste acUcar. Foi reconhecida como um vegetal adocicado durante
aidade média. Em 1744, Andreas Marggraf, um quimico Alemao, demonstrou a identidade
entre 0 agUcar-de-beterraba e 0 aglcar-de-cana. Métodos praticos para a extracdo do
acUcar-de-beterraba foram desenvolvidos. O cultivo e processamento do acUcar-de-
beterraba tém se tornado uma atividade agricola importante na maioria dos paises
europeus, particularmente na Russia, Alemanha, Reino Unido e Itdlia (NEWBRAN, 1985).

A sacarose, como edulcorante e como fonte de energia, pode ser ingerida sem
restricdes, tendo uma Ingestdo Didria Aceitavel acima de 25 g/kg/dia. O consumo médio
populacional é de 73 g/dia, correspondendo em torno de 14 % da ingestéo caldrica
(GLINSMANN et al., 1986). No entanto, a sacarose metabolicamente se converte em

glicose e frutose, existindo restri¢des de uso especiamente para os diabéticos.

AcuUcar de milho, aglcar invertido, xarope de milho rico em frutose.

O aglcar de milho € produzido por um processo de conversdo quimica, ou
enzimatica, do amido de milho em dextrose (glicose) e é classificado de acordo com a sua
equivaléncia (teor) em dextrose (ED). Este processo € atamente desenvolvido nos Estados
Unidos e Canad, substituindo boa parte do aglicar-de-cana ou beterraba.

O xarope de milho rico em frutose € preparado pela conversao enzimatica do agucar
de milho (ED = 70) transformando a glicose (dextrose) em frutose (levulose) com uma
glicose isomerase.

O acUcar invertido é preparado a partir da sacarose por hidrélise acida ou
enzimética produzindo um xarope contendo 50% de glicose e 50% de frutose, embora mais
doce do que a sacarose, torna-se mais caro e portanto € utilizado somente em casos
econdmica e tecnol ogicamente viaveis (CANDIDO e CAMPOS, 1996).
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B) Glicose

A dlicose (Figura 2) € a principal fonte energética do metabolismo celular e
compde elementos estruturais e reserva energética das células de todos os organismos
vivos especialmente dos vegetais em cuja fotossintese a glicose é o grande repositério da

energia e atomos de carbono capturados.

CHyOn CHa0H
I
p-D- Glucuplranusﬂ . -D-Glucopiranosil
prednrmnante T, predominante
aT*<50°C O H aT*=50°C
[
c
-T—OH
HO
OH
OH
CH20H

tracos na forma furanosil

Figura 2. Estruturas atribuidas a molécula de glicose em solucéo aquosa (adaptada de
FERRIER e COLLINS, 1972).

Quimicamente, a glicose é um monossacarideo do tipo adose (FERRIER e
COLLINS, 1972), e é encontrada em seu estado livre principalmente nas frutas e no mel.
As grandes fontes industriais de glicose s80 0 aglcar (sacarose) que por hidrélise fornece
glicose e frutose livres, e o amido (de milho, batata, mandioca, etc.), polimero de glicose
do tipo a (apresentam ligacOes do tipo a-glicosidica) que por hidrélise &cida ou
enzimatica produz somente glicose livre (dextrose). Outra grande fonte de glicose € a
celulose, encontrada em maior quantidade na madeira, algoddo e de fonte microbiana. E
um polimero do tipo b (apresentam ligacGes b-glicosidicas) de dificil hidrdlise mas que

também pode ser usado industrialmente como fonte de glicose.
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A glicose pode ser ingerida sem qualquer restricdo por pessoas nhormais,
apresentando uma Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) acima de 25 g/kg/dia (BOYD, 1977a),
especiadmente quando ingerida com outro tipo de alimento. Entretanto, a glicose é
metabolicamente insulino dependente, isto é pessoas que tém deficiéncia
insulinica (diabéticos) tém a IDA para a glicose bastante reduzida. O consumo médio
populaciona da glicose, nos Estados Unidos, principalmente na forma de xarope de milho
ede 12 g/dia

C) Frutose

A frutose (Figura 3), também conhecida como levulose, € um monossacarideo do
tipo cetose (FERRIER E COLLINS, 1972), encontrado em seu estado livre, nas frutas e no
mel. Na forma oligomérica, a frutose € encontrada no aglcar de cana que, ligada por
ligacdo glicosidica a-1-2 com a glicose forma a sacarose (fonte mais importante). Na
forma polimérica, encontra-se em frutosanas do tipo inulina, onde as moléculas de frutose
estdo ligadas por ligacBes glicosidicas b-1-2. A inulina € abundante nas raizes de dalia

(Dahlia bipinnata), ou de chicoria (Cichorium itybus).

L 4
N A

B - D - Frutofuranose CHaOH B - D - Frutop iranose

HO

a - D - Frutofuranoese - D - Frutopiranose

Figura 3. Estruturas atribuidas a molécula de frutose em solugdo aquosa (baseada em
FERRIER e COLLINS, 1972).
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A frutose pode também ser ingerida sem restrigdes. Apresenta uma Ingestdo Diéria
Aceitavel semehante a glicose (25,0 g/kg/dia - BOYD, 1977 b), inclusive por diabéticos,
pois a frutose tem um metabolismo insulino independente. Algumas pessoas tem também
restricdes quanto ao uso de frutose como as que tem deficiéncia metabdlica ao nivel da
frutoquinase. Estas pessoas apresentam frutosiria e portanto devem ter a ingestdo de
frutose restringida. O Consumo médio populacional de frutose total, principamente

proveniente do aglcar-de-cana é de 31 g/dia.

D) Galactose

A D-Galactose é também conhecida como cerebrose ou aglcar do cérebro. Néo é
encontrada na forma livre, mas como residuos de varios polissacarideos. E encontrada
junto com a glicose em cerebrésidos, um lipidio composto. Em pectinas é encontrada
oxidada, na forma de &cido galacturdnico. Faz parte também da lactose, um dissacarideo
(BOBBIO e BOBBIO,1995 a).

E) Xilose

A D-Xilose é uma pentose, ndo é encontrada livre na natureza, mas largamente
distribuida em polissacarideos (as xilanas) existentes na madeira, palha, casca de cereais,
sabugo de milho, de onde € obtida facilmente por hidrélise &cida (BOBBIO e
BOBBIO,1995 a).

F) Maltose

A D- Madtose, também conhecida como agUcar do mate ou maltobiose, € o
elemento basico da estrutura do amido, de onde pode ser facilmente obtida por hidrdlise
&cida ou enzimética. E também produzida por fermentagdo na fabricagdo de cervejas
(BOBBIO e BOBBIO,1995 a).

G) Lactose

A lactose ou lactobiose é o aglcar predominante no leite. E bastante usada
industrialmente como um excelente suporte e estabilizante de varios aromas e produtos

farmacéuticos. Devido a sua baixa higroscopicidade, a lactose confere estabilidade a
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coberturas agucaradas A lactose é empregada na indlstria de panificagio (CANDIDO e
CAMPOS, 1996).

H) Poliélcoois

Os principais polidcoois utilizados como adocantes, substitutos do aglcar séo o

sorbitol e o xilitol.

H.1) Sorbitol (D-Glucitol)

O sorbitol (Figura 4) existe no estado livre em cergjas, ameixas, péras, magas, em
diversas sementes e em algas marinhas. N&o existem polimeros bioldgicos de sorbitol. E
preparado industrialmente a partir da glicose por hidrogenacéo sob alta pressdo ou por
reduciio eletrolitica (FERRIER e COLLINS, 1972). E moderadamente doce e
relativamente barato. Comercialmente € vendido como adocante em solucéo aguosa, em

razéo das suas propriedades higroscopicas.

CHz0H

- OH
HO—+
T-OH
- OH

CH20H

Figura 4. Sorbitol (baseado em CANDIDO e CAMPOS, 1996).

O sorbitol é lentamente absorvido pelo intestino delgado, por mecanismo de
transporte passivo e € convertido em glicogénio no figado através da formacéo
intermedidria de frutose. E, pois, insulino independente (LAUWERS et al., 1985;
NEWBRAN, 1985).

Da mesma forma que os carboidratos, 1 g de sorbitol fornece 4 calorias, no entanto
apenas cerca de 70 % do sorbitol ingerido oralmente € absorvido (LAUWERS et al., 1985).
O sorbitol causa distarbios gastricos em doses elevadas (50-55 g ingeridos de uma sO vez
provocam diarréia) conforme EEC REPORT FOR FOOD ON SWEETNERS, (1984).
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H.2) Xilitol

O xilitol (Figura 5) é um &cool pentose encontrado naturalmente em uma grande
variedade de frutas e vegetas (framboesa, morangos, ameixas, aface, couve-flor,
cogumelos, castanhas, madeira - WASHUTTL et al., 1973), sendo obtido industrialmente a
partir da reducéo da xilose por hidrogenacéo catalitica ou eletrolitica.

Atuamente ha trabalho de obtencdo de xilitol por fermentacdo de hidrolisados de
biomassa (SILVERIO, 1999).

CH,OH

T CH

T OH

CHOH
Figura 5. Xilitol (baseado en CANDIDO e CAMPOS, 1996).

Tem um dulgor semelhante ao da sacarose e deixa um efeito refrescante na boca. A
ingestéo de 1 g de xilitol administra 4 kcal da mesma maneira que outros carboidratos. Por
ter um metabolismo insulino independente, tem sido proposto como um possivel substituto
do aclcar para os diabéticos, apesar de que, em dosagens elevadas pode causar diarréia no
homem (50 g/dia - conforme EEC REPORT FOR FOOD AND SWEETNERS, 1984).

2.1.1.2. Adocantes naturais ndo caléricos

Entende-se por adocante ndo caldrico aquela substancia que quando € ingerida, ndo
€ metabolizada portanto ndo administra calorias, ou tem ingestdo t&o peguena que o teor
caldrico adquirido pelo seu metabolismo pode ser negligenciado. Diversas sdo as
substancias deste tipo. A Tabela 2 mostra uma relagdo destes edul corantes e os seus indices

de dulcor relativos a sacarose (Sacarose = 1,0 gust).

Tabela 2. Edulcorantes naturais ndo cal oricos (baseado em CANDIDO e CAMPOS, 1996).



Fundamentacdo Tedrica e Revisdo Bibliografica 12

Substancias Planta Dulcor
(Sacarose = 1)
Glicirrizina raizesdaGlicirriza glabra 100
Esteviosideo folhas secas da Stevia rebaudiana Bertoni. 300
Rebaudiosideo-A |folhas secas da Stevia rebaudiana Bertoni. 450
Rebaudiosideo-C | folhas secas da Stevia rebaudiana Bertoni. 120
Filodulcina folhas secas da Hydrangea macrofilla Seringe 800

(Hernandulcina)

Taumatina fruta do Suddo, a Taumatoccocus danielli, 3.500
(Taina®) também conhecida como Katenfe.
Mondina fruta semelhante a um cacho de uva da planta 2.000

Dioscoreofilum cumminsii Diels
Miraculina fruta denominada Richardela dulcifea 400.000

Odadina rizomas de um tipo de samambaia denominada 3.000

Polipodiumvulgare L.

Oximas 0leo essencid de Perilla namkemonsis Deone 2.000
Mogrosideo polpas fibrosas e na casca da fruta seca Lo Han 400
(Momordica  grosvenorii Swingle ou

Thladiantha grosvenori ou siraitia grosvenorii)

Hernandulcina ervalLippiadulcisTrev 1.000
Rubusosideo folhas da planta Rubus suavissimus S. Lee 114
Mabilina frutos da planta Capparis masaikai 375
Curculina frutos da planta Curculigo latefolia 20.000
Pentadina proteina extraida do vegeta Pentadiplandra 500

brazzeana Baillon

A) Glicirrizina

O Alcaguz, muito conhecido e largamente utilizado, é obtido das raizes da
Glicirriza glabra (alcaguz), um pegueno arbusto que cresce na Europa, na Asia Central e
no Sul da Américado Sul. No Brasil, 0 alcaguz € planta comum no Estado de Minas Gerais

e Norte de S&o Paulo. As raizes contém de 6 a 15 % de glicirrizina.
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O &cido glicirrizinico existe nas raizes do alcaguz na forma de sais de célcio e
potéssio e em associagdo com outros componentes.

Extratos contendo glicirrizina séo utilizados para flavorizar e adocar fumo para
cachimbo, gomas de mascar, pilulas refrescantes bucais e na confeccdo de confeitos. O
glicirrizinato de amoénia é a forma utilizada comercialmente. A glicirrizina amoniaca foi
reconhecida pelo FDA como sendo segura para utilizacdo como flavorizante e adocante,
com dogura 50-100 vezes maior do que a sacarose (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

B) Odadina

O intenso gosto doce dos rizomas de um tipo de samambaia denominada
Polipodium vulgare L. tem atraido a atencdo de muitos quimicos e farmacologistas. A
osladina compreende apenas 0,03 % do peso seco dos rizomas dessa planta, sua estrutura
quimica tem sido revelada como um diglicosideo de um novo tipo de saponina esteroidal.
Sua configuracéo quimica foi determinada por JIZBA et al. (1971 a,b) como sendo a neo-

hesperidose, 2-O-L-rhamnopiranosil- b-D-gluco-piranose.

C) Mondlina

INGLETT (1974) relata suas descobertas sobre uma planta tropical, originaria da
Africa, que apresentava um intenso dulcor. A fruta dessa &rvore era chamada pelos nativos
de morango da serenidade, a fruta era semelhante a um cacho de uva. A planta foi
identificada como sendo a Dioscoreofilum cumminsii Diels INGLETT e MAY, 1969).

Pesquisas realizadas no Centro Monell de Quimica Sensorial na Filadéifia -USA e
nos Laboratdrios de Pesguisa da Unilever nos Paises Baixos (Holanda), trabalhando
independentemente, confirmaram a natureza protéica do edul corante isolado dos morangos
da serenidade (MORRIS e CAGAN, 1972; VAN DER WEL et dl., 1975). A mais relevante
observacdo a respeito da composicdo dos aminoacidos dessa proteina foi a completa
auséncia de histidina. A monelina é composta por duas cadeias polipeptidicas diferentes,
tendo um peso molecular de 11.000 e um poder edulcorante de 1500 a 2000 vezes maior

do que a sacarose.
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D) Miraculina

Estudos de uma estranha propriedade da fruta milagrosa, Richardela dulcifea,
denominada antigamente como Snsepalum dulcificum tém agregado importantes
informagdes novas a percepcdo humana do paladar doce. Estas frutas possuem a
capacidade de modificar o gosto de substancias azedas, como o acido citrico do liméo,
morango, etc. em substancias com gosto intensamente doce. As frutas eram mascadas
pelos Africanos do Oeste para modificar o gosto azedo de alguns alimentos.

O principio modificador do gosto doce da fruta milagrosa foi independentemente
isolada por dois grupos de pesguisadores: KURIHARA e BLEIDER (1968) e MAZUR
(1974). Os primeiros separaram o principio doce da polpa da fruta com tampéo carbonato
com pH 10,5. A destruicéo do principio ativo pelatripsinae digestdo com pronase, sugeriu
uma caracteristica protéica. A proteina modificadora do paladar foi também isolada da
polpa da fruta com compostos atamente basicos como a salmina e espermina por
BROUWER et al. (1968) que também a identificaram como sendo uma glicoproteina que
denominaram de Miraculina. Tem um peso molecular entre 42.000 e 44.000, sendo que

apresenta um gosto proprio, ndo doce, na auséncia de substancias azedas.

E) Taumatina (Talina ®)

INGLETT e MAY (1968) em estudos sistematicos de substéncias naturais
modificadoras do gosto doce descreveram outra planta africana contendo um intenso
dulgor, a milagrosa fruta do Suddo, a Taumatoccocus danielli, também conhecida como
Katenfe.

O material mucilaginoso em torno da arila e da base das sementes € intensamente
doce e produz dulcor em outros tipos de aimentos. Essa mucilagem rende duas proteinas
doces: as Taumatinal ell (VAN DER WEL et d., 1975).

Os adocantes purificados do Katenfe (Taumatina) sdo de 1300 a 3500 vezes mais
doces do que a sacarose. Em 1993, a empresa International Additives fechou negécio com
a subsidiaria Tate & Lyle, United Molasses, adquirindo os direitos sobre a Talina ®. Em
adicdo ao poder edulcorante da Talina ®, ela também tem utilidade como potencilizador de
paladar. Desta forma grandes encomendas de Talina ® tém sido feita por companhias
japonesas, que a estd usando na manufatura de produtos aimenticios (CANDIDO e
CAMPOS, 1996).
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F) Filodulcina

Um cha muito doce denominado amacha, € servido no Hanamatsuri, festival das
flores em comemorag&o ao nascimento de Buda na india. O amacha é preparado das folhas
secas da Hydrangea macrofilla Seringe variedade Thunbergii Makino. O principio
edulcorante, a filodulcina foi isolada e sua configuracdo absoluta sobre o centro
assmétrico C3 (vide Figura 6) foi determinada pela identificacdo do é&cido D-mdlico

proveniente da filodul cina ozonizada.

“e,, OH

ODCH4
OH 0

Figura 6. Filodulcina (baseado em CANDIDO e CAMPOS, 1996).

G) Oximas

O perilartine (ou antioxima do perilaldeido) € uma aldoxima (oxima de adeido
monoterpénico) natural encontrada no 6leo essencia de Perilla namkemonsis Deone. Foi
isolada e identificada pela primeira vez em 1920 sendo atualmente obtida eficientemente a
partir do limonemo. Tem aplicagdo limitada devido a0 aroma, gosto amargo, sabor
estranho e baixa solubilidade. No Jap&o é utilizado como substituto de xarope de bordo ou
alcacuz como adocante de tabaco (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

H) Mogrosideo

Os edul corantes naturais mogrosideos IV e V sao encontrados nas polpas fibrosas e
na casca da fruta seca Lo Han (Momordica grosvenorii Swingle ou Thladiantha grosvenori
ou Siraitia grosvenorii), produzidos na China. Na medicina popular chinesa, tanto a fruta
como seu extrato sdo utilizados como remédio para gripes, garganta inflamada e

indisposicdo gastrointestinal. Preparagbes medicinais chinesass com Lo Han sdo
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comercializadas na China e outros paises, incluindo os Estados Unidos (CANDIDO e
CAMPOS, 1996).

|) Hernandulcina

A hernandulcina foi isolada em pequena proporcdo da erva Lippia dulcis Trev.,
coletada no México. O nome foi dado em homenagem a Francisco Herndndez, autor da
monografia intitulada “Historia Natural da Nova Espanha’, escrita em 1570 e 1576, que
relatou que a hernandulcina era conhecida e utilizada pelos astecas devido a sua dogura
(CANDIDO e CAMPOS, 1996).

J) Rubusosideo

E responsavel pela dogura das folhas da planta Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae), natural das regides sul da Republica da China, onde € consumido como um cha
chamado “Tiancha” (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

K) Mabinlina

Capparis masaikai € uma planta que cresce em Yunnan, na China, que apresenta
frutos do tamanho de uma bola de ténis. As sementes dos frutos maduros sdo utilizados
com finalidades terapéuticas e tém um principio ativo de gosto doce conhecido como
Mabinlina (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

L) Curculina

Curculigo latefolia é uma planta originaria da Maasia que apresenta frutos de cerca
de 1g junto araiz. A polpadafruta é doce. A ingestédo de agua ou cha apos mascar a polpa
origina gosto doce. Substancias acidas como &cido citrico ou ascérbico induzem dogura
ainda intensa, a semelhanca da miraculina. Os nativos ingerem o fruto para conferir gosto
doce a aimentos é&cidos. O principio ativo denominase curculina (CANDIDO e
CAMPOS, 1996).
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M) Pentadina

E uma proteina extraida do vegetal Pentadiplandra brazzeana Baillon, encontrado
na Africa (Gab&o). O fruto é vermelho e tem cerca de 5 cm de didmetro. Sob um fino
epicarpo encontra-se a polpa vermelha doce e de uma a cinco sementes riniformes
(CANDIDO e CAMPOS, 1996).

N) Esteviosideo e Rebaudiosideos

O esteviosideo e os rebaudiosideos sdo glicosideos diterpénicos encontrados nas
folhas da Stevia rebaudiana Bertoni. Uma descricdo detalhada da planta e dos seus

glicosideos é feita a seguir.

2.2. Histéria da Stevia rebaudiana Bertoni

Na época da colonizacdo da América do Sul pelos espanhdis e portugueses, nas
imediagbes do Tropico de Capricornio, compreendendo todo o territério Paraguaio e
regifes limitrofes do Brasil, Argentina e Bolivia, habitavam com predominancia, os indios
nativos Tupi-guaranis.

Os Tupi-guaranis utilizavam e utilizam as folhas de uma pegquena planta que
denominaram Kaa-Hé&-€, que em guarani, significa erva doce. Eles a conheciam também,
pelos diversos nomes de Caé-jhe-hé, Ca-&yupé (doce), Azucé-caa (erva de aglcar) e Eira-
Caa (erva de mel). Esta planta, pelas propriedades extremamente doces de suas folhas, era
utilizada para adocar diversas preparacdes medicinais dos indigenas.

As primeiras noticias do Kad-Hé-é para o mundo civilizado foram dadas através de
relatos contidos em documentos informativos, enviados pelos conquistadores a Espanha.
Copias desses relatos se conservam no Arquivo Naciona de La Asuncion. Tais
documentos davam noticia de que a planta era conhecida dos indigenas desde tempos
remotos e que eles a usavam para edulcorar bebidas medicamentosas e especialmente para
adocar 0 mate cozido.

Somente em 1887 foi que, pela primeira vez, o KaaHé-é teve uma abordagem
cientifica dada pelo Naturalista Moisés S. Bertoni, suico de nascimento e radicado no
Paraguai, que a descobriu durante suas excursdes de estudos pelas extensas florestas do

Paraguai Oriental. As plantas, nessa época, eram raras e Bertoni ndo conseguiu encontrar



Fundamentacdo Tedrica e Revisdo Bibliografica 18

nenhum espécime durante as suas exploragdes. Em 1898, em Asuncion, através de um
agente aduaneiro, Bertoni recebeu algumas amostras de folhas de Kaa-Hé-€, enviadas por
um ervateiro do Norte. Infelizmente a amostra era muito reduzida e estava bastante
fragmentada, impossibilitando efetuar estudos mais detalhados. Entretanto, no seu
laboratério na Escuela de Agricultura de La Asuncion del Paraguai, Bertoni, a partir dessa
amostra, com alguns fragmentos de inflorescéncia, determinou que a planta tinha certas
afinidades com os géneros Stevia ou Eupatoriun (BERTONI,1901).

Bertoni enviou parte da sua amostra para andlise quimica ao Dr. Ovidio Rebaudi,
quimico paraguaio dedicado aos estudos de produtos naturais, que realizou 0s primeiros
ensai 0s quimicos sobre a planta, publicando-os em 1900 na revista Quimica e Farmécia de
Buenos Aires. Em 1899 Bertoni publicou um artigo sobre sua planta, denominando-a
Eupatoriun Rebaudianun sp., dedicando-a, como merecida homenagem ao ilustre
guimico.

Por fim, o Reverendo Padre Lorenzo A. Estigarribia, paroco da vila de Sdo Pedro,
remeteu a Bertoni uma planta viva. Esta planta floresceu em 1904 e permitiu um estudo
botanico completo. Bertoni comprovou entdo, que efetivamente se tratava de uma
Eupatoriae porém do género Stevia e como tal ele publicou um artigo sobre a planta em
1905, com minuciosa descricdo em Latim, denominando-a Stevia rebaudiana, mais tarde a
Sociedade Boténica, em homenagem a Bertoni, denominou-a Stevia rebaudiana Bertoni
(BERTONI,1905).

No comego do século, também no Brasil, a Sevia rebaudiana teve destague
cientifico e tecnologico. A planta tinha ampla distribuicdo nativa no nosso territério e ja
atraia o interesse dos pesquisadores e agricultores. O texto abaixo revelatal interesse.

CA -EHE = Sevia collina Gardn. (S. Rystfolia Gardn., S. pallida M.), da familia
das compostas. Subarbustos erecto de 1 m de altura; caule pardo, pubescente e folioso até
o apice; folhas oppostas, subséssels, ovado-oblongas, obtusas, cuneiformes na base, 3
nervadas membranosas, tomentosas na pagina inferior, até 6 cm de comprimento; flores
pallidas com escamas pardo-esverdeadas, agudas e pubescentes, reunidas em capitulos
corymbiformes de 4-5 e estes dispostos em paniculas frouxas; fructo achenio pequeno e
com angulos pilosos. - E planta saccharina e estomachica, recomendada como
edulcorante; encerra a glucoside glycyrrhizina, que € o seu principio activo, porém acha-
se combinado com soda e uma resina aromatica amarga, de cor amarelo-ambar, cuja

densidade é de 1,070. Tem-se aconselhado repetidas vezes a cultura desta planta, como
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succedanea da Glycyrrhiza glaba L. (Alcaguz verdadeiro), para a exploracéao industrial da
glycyrrhizina, mas ndo consta que alguém haja abracado a idéia. - Ha a variedade
Rebaudina (Eupatoriun rebaudianum, S Rebaudiana Bert.). - E planta campestre, sendo a
espécie typo frequente em Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso e a variedade apenas
neste Ultimo Estado.

Esta € a descricio textual, do grande botanico brasileiro CORREA (1926), no
primeiro volume do seu Dicionario das Plantas Uteis do Brasil, editado em 1926 e cuja
extraordinéria obra teve seu inicio em S&o0 Paulo em 1906. Esta talvez sgja, pois, a primeira
descricéo detalhada da Stévia feita no Brasil.

Como Pio Correla observou, a Stevia rebaudiana, no Brasil, ocupava uma vasta
area nativa, talvez uma area maior do que no proprio Paraguai. Hoje sabemos que a planta
€ encontrada nativa também no Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

Contam 0s nossos pais e avos, que ha divisa de Sdo Paulo com Minas Gerais e com
0 Mato Grosso (regides que na época eram grandes produtoras de café), durante a
revolucdo de 1932, houve um grande racionamento de aclcar e que, muitas vezes, as
familias utilizavam para adocar alimentos e bebidas, uma pequena planta que os
fazendeiros de café denominavam praga do picdo doce. Essa planta que nascia entre os
cafeeiros, hoje se sabe, era a Sevia rebaudiana Bertoni. Tem-se noticia, que os galchos do
Rio Grande, também adotaram o habito do Tereré, isto €, adogcavam e adocam ainda hoje o

mate, com folhas moidas de Stévia

2.2.1. Aspectos botanicos da Stevia rebaudiana Bertoni

O género Stevia pertence a familia Compositae (Asteraceae) classe Eupatoriae. Esta
presente em todo o mundo, porém € originaria do Novo Mundo, com uma distribuicéo que
vai do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina onde o clima é tropical .

Membros desse género compreendem ervas e arbustos encontrados freqientemente
a uma dtitude de 300 a 500 metros em relacdo a0 nivel do mar. Embora sgjam
normalmente encontradas em terras montanhosas semi-aridas, existem espécies que
habitam pastagens, montanhas arborizadas, caatingas e florestas coniferas (SOEJARTO et
al., 1983).

O género Sevia esta presente em todo o mundo, principalmente nas Américas e

especialmente na América do Sul, cujo clima tropical favorece o seu desenvolvimento. No
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Brasil sGo mencionadas 14 espécies e foram identificadas, pela Universidade de Santa
Maria (Rio Grande do Sul), quatro espécies nativas. Sevia involucrata, Stevia cinerascens,
Sevia veronicae e Sevia satucifolia, além da Stevia rebaudiana. Somente a Sevia
rebaudiana e uma outra espécie denominada Sevia aristata apresentam principios
adocantes (PAGLIOSA,1981).

A Stevia rebaudiana Bertoni é a espécie mais conhecida, € um arbusto nativo das
terras atas da serra do Amamba no nordeste do Paraguai e no sudeste do Brasil que

apresenta as seguintes caracteristicas botanicas:

“Sevia rebaudiana Bertoni, da familia das Compostaes. Subarbusto ereto de 1
metro de altura; caule pardo, pubescente e folioso até o apice; folhas opostas,
subcésseis, ovado oblongas, obtusas, cuniformes na base, 3 nervadas membranas,
tormentosas na parte inferior, até 6 cm de comprimento; 7-15 mm de largura; flores
paliidas com escamas pardo esverdeadas, agudas e pubescentes frouxas; fruto
aguénio pequeno e com angulos pilosos.” (CORREA, 1926).

2.2.2. Aspectos quimicos dos glicosideos da Stevia rebaudiana Bertoni.

A grande divulgacdo mundial promovida em torno da Stévia, atraiu a atencdo dos
pesquisadores para estudar a natureza quimica de téo poderoso edul corante natural .

Desde os primeiros estudos quimicos feitos por REBAUDI (1900), estudos
sisteméticos vém sendo redlizados em todo o mundo com a finaidade de um
aproveitamento racional das propriedades edul corantes e medicinais da Stevia rebaudiana
Bertoni assim como, na determinagdo da natureza e estrutura quimicas do adocante.

O principio edulcorante, um glicosideo, foi isolado pela primeira vez, por
RASENACH (1908), na forma cristalina. Ele obteve um extrato acodlico das folhas,
precipitou este extrato com éter e o produto foi cristalizado em metanol.

O isolamento do glicosideo foi também descrito, independentemente, por
DIETERICH (1909), que obteve duas formas do mesmo, denominando-as Eupatorina e
Rebaudina

Em 1924, pela decisdo da Union Internacionale de Chimie em Copenhagen, o nome
de esteviosideo foi atribuido ao principio adocante (BRIDEL e LAVIEILLE,1931 a).
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Os trabal hos conclusivos sobre o isolamento do esteviosideo, foram conduzidos por
Bridel e Lavieille, que de posse do esteviosideo purificado (BRIDEL e LAVIEILLE ,1931
ab), fizeram um elegante e detalhado exame da Stevia rebaudiana. Eles mostraram que a
extracdo das folhas secas com etanol a 343K produz esteviosideo (60 g esteviosideo/ 1kg
de folhas) como um pd branco e muito leve, consistindo de microcristais alongados.

No final da década de 50 e inicio da década de 60, partindo dos trabal hos realizados
por BRIDEL e LAVIEILLE (1931 b) e THOMAS (1937), uma equipe de quimicos do
National Institute of Health en Bethesda, nos Estados Unidos, inicialmente liderada por
Hewitt G. Fletcher (WOOQOD et al., 1955; WOOD e FLETCHER, 1955; VIS e FLETCHER,
1956) e posteriormente por Erich Mosettig (MOSETTIG e NES, 1955; DOLDER et a.,
1960; MOSETTIG et d., 1961, DJERASS| et a., 1961; WATERS et a., 1962,
MOSETTIG et a., 1963) e juntamente com o excelente trabaho de ARYA (1962) no
Instituto de Quimica Organica de Stocholm, conseguiram elucidar completamente a

estrutura do esteviosideo.

2.2.3. O poder edulcorante da Stévia e do esteviosideo

Desde as primeiras experiéncias com a Stévia ja se determinava um poder
edulcorante bastante intenso ~"unas pocas hojas del Kaa-Hé-é bastan para endulzar una
fuerte taza de té 6 de café..." (BERTONI,1900). Em 1913, baseado numa andlise de um
Laboratério de Hamburgo, Bertoni anunciou o poder edulcorante da substancia doce
extraida das folhas da Stévia, como sendo mais ou menos cento e oitenta vezes mais doce
do que o aglcar de cana.

Em 1931, apds o isolamento e identificacdo do esteviosideo, componente principal
do principio edulcorante da Stévia, BRIDEL e LAVIEILLE (1931 b) anunciaram um poder
edul corante deste composto como sendo 300 vezes maior do que o da sacarose. Em 1959,
LAWRENCE e FERGUNSON (1959) publicaram dados obtidos sobre o poder edul corante
do esteviosideo, que ficou estabelecido em cerca de 280 a 300 vezes o poder edulcorante

da sacarose em seu limiar de dulgor.
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2.2.4. Caracteristicas toxicol 6gicas da Steviarebaudiana Bertoni

Ja nos primérdios dos estudos de utilizacdo da Stévia como fonte de adocantes para
uso populacional, houve preocupacdo com as sSuas caracteristicas toxicolégicas e
farmacol dgicas.

REBAUDI em 1900, em seus estudos quimicos sobre a planta, isolou dois extratos:
um principio extremamente doce e outro amargo, com caracteristicas de aperitivo
digestivo.

KORBERT em 1915, extraiu duas substancias da folhas da Stévia: uma écida e
outra neutra, que corsiderou como sendo saponinas. A saponina &cida ndo era doce e
possuia propriedades hemoliticas. Em doses de 1:500, esta substancia hemolisava
completamente os globulos sanguineos. A saponina neutra, ele considerou como sendo a
eupatorina de DIETERICH (1909), possuindo a caracteristica doce dagquele principio. Suas
propriedades hemoliticas, segundo Korbert, eram igualmente claras.

Apbés os trabalhos de BRIDEL e LAVIEILLE em 1931(b), que isolaram
quimicamente o esteviosideo, POMARET e LAVIEILLE também em 1931, estudaram
algumas propriedades fisioldgicas do principio purificado.

O efeito hemolitico definido por KORBERT (1915), foi o primeiro dos
experimentos. Estes experimentos analisaram este efeito através de suspensdes de globulos
vermelhos, aos quais adicionaram esteviosideo puro nas proporcdes de 1:200 e 1:500 nédo
encontrando nenhuma hemodlise. Malgrado as informagcbes de KORBERT (1915), as
caracteristicas moleculares, as reagdes de coloracéo e as propriedades fisiologicas do
esteviosideo ndo permitiam enquadra-lo como uma saponina. Atribuiram, entdo, as
observacbes de KORBERT (1915), a provaveis impurezas provenientes da planta,
existentes nas amostras por ele testadas.

POMARET e LAVIEILLE (1931), estudaram também o0s aspectos toxicol 6gicos do
esteviosideo. InjecBes subcutaneas em cobaias, em doses de 60 mg a 1250 mg por kg de
peso em suspensdo oleosa ndo gerou nenhuma reacdo primaria ou secundaria e ndo houve
emagrecimento ou qualquer tipo de manifestacao toxica posterior.

Doses de 70 mg até 400 mg por via intravenosa, na veia marginal da orelha de
coelhos ndo surtiram nenhum efeito, mesmo que repetidas as doses 24 horas depois. Os
autores nao injetaram maiores quantidades por via devido a limitada solubilidade em
agua do esteviosideo puro. Administraram entdo aos mesmos animais, via intraperitoneal,

guantidades crescentes do composto, durante 15 dias, até que os animais tivessem recebido
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um total de 2.200 mg. A Unica ateracdo observada foi um emagrecimento transitorio. Dois
meses apds o0 experimento, os animais foram sacrificados, apresentando completa
integridade orgénica.

Os autores experimentaram ainda, por via oral, o efeito do esteviosideo em galos.
Administraram pilulas de 2 gramas em intervalos de mais ou menos 12 horas a um animal
de 1.630 g, que se mostrou indiferente aquela ingestdo, ndo apresentando nenhuma
alteracéo.

POMARET e LAVIEILLE em 1931, investigaram também o processo de absor¢do
do esteviosideo pelo organismo dos animais. Determinaram ent&o, que apds injecdo sub-
cutanea, ha uma eliminacdo, pelas vias urinarias, de cerca de 50 % do esteviosideo
injetado, na sua forma intacta, em 24 horas.

O exame do excremento de galos que receberam, via oral, 4 g de esteviosideo,
mostrou que cerca de 25 a 30 % passa pelo trato gastrointestinal sem sofrer ateracoes.

Portanto, os experimentos de POMARET e LAVIEILLE em 1931 demonstraram,

para a época, que o esteviosideo apresentava baixo nivel de toxicidade aguda.

2.3. Glicosideos da Stevia rebaudiana Bertoni

Dentre os edul corantes, temos os glicosideos que sdo extraidos das folhas secas da
planta nativa denominada Stevia rebaudiana Bertoni ou simplesmente Stévia. A folha
possui varios glicosideos adocantes como: esteviosideo, rebaudiosideo A, B, C, D, E e
dulcosideos A e B. Suas estruturas encontram-se na Figura 7. Os presentes em maior
guantidade sdo: esteviosideo 5-10%, rebaudiosideo A 2- 4%, rebaudiosideo C 1- 2%, 0s
demais estdo presentes em concentragdes menores e variaveis dependendo do método de
extracdo utilizado. O rebaudiosideo A € o que apresenta melhores caracteristicas de sabor e
juntamente com o rebaudiosideo D, maior dogura. O esteviosideo e o rebaudiosideo E
apresentam o mesmo poder adocante, 30% menor que o rebaudiosideo A. Os demais

glicosideos séo de menor dogura.
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CH, “c ;;D i,
COMPOSTOS RADICAIS
R1 R2 R3 Grau de Dulcor
Esteviosideo Gluc. H Gluc. 100-270
Esteviolbiosideo Gluc. H H 10-15
Rebaudiosideo A Gluc. Gluc. Gluc. 150-320
Rebaudiosideo B Gluc. Gluc. H 10-15
Rebaudiosideo C Rham Gluc. Gluc. 40-60
(Dulcosideo B)
Rebaudiosideo D Gluc. Gluc. | Gluc*-'Gluc. 200-250
Rebaudiosideo E Gluc. H Gluc.?- *Gluc. 150-200
Dulcosideo A Rham H Gluc. 40-60
Gluc = b-D-Glucopiranosil Rham = a -L-Rhamnopiranosil

Figura 7. Estrutura dos glicosideos da Stevia rebaudiana Bertoni (adaptada de CANDIDO
e CAMPOS, 1996)

Esses glicosideos sdo edul corantes de origem natural, estavel a ampla faixade pH e
ao calor, o que os torna industrialmente interessantes. Possuem também outras vantagens,

sd0: ndo calorico, ndo metabolizavel, ndo fermentavel, anti-cariogénico e anti-placa
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Devido a essas vantagens existem muitos artigos cientificos publicados sobre Stevia
rebaudiana e seus glicosideos adocantes. Desde revisdes até patentes, que incluem:
métodos analiticos, métodos de purificacdo, avaliacdo sensoria e principalmente sobre os
aspectos toxolégicos, onde todos atestam a seguranca do extrato de Stévia e seus
glicosideos adocantes para o consumo humano. O glicosideo presente em maior quantidade
na folha de Stévia, 0 esteviosideo, € utilizado como edulcorante alimenticio em muitos
paises do mundo. No Japdo € utilizado desde 1970 como agente edul corante e em bebidas,
dominando hoje cerca de 41% deste mercado, com um consumo acima de 85 toneladas
anuais. Foi aprovado no Brasil em meados de 1987 como agente flavorizante e edul corante
em varias classes de alimentos e nos Estados Unidos em 1995 para ser utilizado como
ingrediente para suplemento dietético (CANDIDO E CAMPOS, 1996).

2.3.1.AplicacBes e uso dos principios ativos da Stevia rebaudiana Bertoni

O grande universo de aplicagbes dos principios ativos da Stévia encontra-se no
campo dos aimentos, como edulcorantes ndo caldricos, mas é também aplicado em
guantidade consideravel em medicamentos, com a mesma finalidade. Em geral, porém, ndo
€ prético adocar os alimentos diretamente com os adogcantes puros, exceto em alguns casos.

Muitos aimentos ja estdo sendo adocados com os produtos da Stévia,
principamente no Japdo (FUJTA e EDAHIRO, 1979), onde suas propriedades
bromatologicas tém sido muito estudadas (SAKAGUSHI e KAN, 1982). Estas
propriedades demonstram que o uso destes adogantes melhora a qualidade dos alimentos, €
de uso seguro, diminui 0s custos, €tc, 0 que os torna de utilizacdo economicamente viavel,
mesmo havendo problemas técnicos de aplicacdo (FUJTA e EDAHIRO, 1979).

As aplicacBes dos glicosideos da Stévia em aimentos sdo muitas, valendo citar
algumas. Em bebidas, por exemplo, em refrigerantes, o esteviosideo obtém bons

resultados, embora alguns problemas técnicos devam ser observados. A solubilidade em

dgua do esteviosideo é bastante baixa, cerca de 2% a 300C e 0,12% a 200C, conforme
SAZAKI (1983). ANGELUCCI (1979) determinou uma gama de solubilidades em agua

variando temperaturas desde 1°C a 61°C obtendo 0,441 g/L a 1°C, 0,81 ¢g/L a 280C e
12,06 g/L a 61°C. Em meio &cido a solubilidade mostrada por ANGELUCCI (1979) foi

um pouco menor, em torno de 0,6 g/L a 280C, sendo aproximadamente a mesma tanto para

solugdes contendo &cido citrico ou écido fosforico.
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ANGELUCCI (1979) mostrou também que a estabilidade do esteviosideo em agua

é bastante ata. Somente apds 113 horas de aquecimento a 970C houve inicio de hidrélise.
Em meio &cido, contendo écido citrico (3 g/L) o tempo para inicio de hidrdlise foi de 18
horas. Para solugBes contendo écido fosférico (0,72 g/L) foi de 9 horas. FUJTA e
EDAHIRO (1979) experimentaram aquecer solucdes de esteviosideo em uma gama de pHs
variando de 3 a 10 durante 1 hora sob fervura. Somente em pH = 10 houve hidrdlise
sensivel (47%). Em outros pHs ndo houve praticamente alteracdo, mostrando que o
esteviosideo € mais sensivel a hidrdlise acalina

Resultados semel hantes aos acima citados foram encontrados, também por CHANG
e COOK (1983) em estudos da estabilidade do esteviosideo e rebaudiosideo A em bebidas
carbonatadas. Estes autores verificaram, entre outros dados, que as bebidas contendo esses
adocantes, estocadas durante varios meses a baixa temperatura ndo sofrem qualquer
alteracdo. A exposicdo aluz do sol ndo afeta o esteviosideo, porém produz a perda de cerca
de 20% do rebaudiosideo A. Nessas experiéncias ndo ha relato de sabores estranhos ou
paladar desagradavel. Estes dados sdo extensivos aos refrigerantes carbonatados, a diversos
sucos, a sorvetes, iogurtes e outros alimentos liquidos. S&o validos também para alimentos
solidos ndo fermentados ou pés-fermentados como picles salgados, pasta de feijéo e molho
de soja (FUJITA e EDAHIRO, 1979; MORITA, 1978) ou peixes processados e outras
comidas japonesas, dém de balas, goma de mascar, bolos, biscoitos, bolachas, etc.
(SAITSUGA, 1982). Aplicacdo importante dos adocantes da Stévia esta na constituicao de
adocantes dietéticos ou semi-dietéticos. Devido a alta capacidade adogante dos derivados
da Stévia, basta uma peguena adicdo dos mesmos ao alimento para que o tenhamos
adocado. Mesmo que hga decomposicdo e absor¢do no organismo, a quantidade de
calorias ingeridas pode ser desprezada. Assim, alguns produtos sdo elaborados, como uma
mistura de sacarose e esteviosideo produzindo um pé adocante higroscopico com baixo
teor de calorias (DOWA, 1982; MARUTOKU, 1982). H4 ainda utilizagdes em gotas
adocantes, comprimidos com dose pré-determinada dos adocantes puros ou em mistura,
pos em embalagem com doses préprias, capsulas oleaginosas dietéticas (NISSHIN, 1982),
etc.

Outras aplicacdes podem ser observadas para 0s principios ativos da Stévia aém de
sua funcdo adocante. Extratos de Stévia contendo esteviosideo e rebaudiosideo foram
utilizados como estimuladores do crescimento de plantas em dose em torno de 500 ppm
aplicados nas raizes de arroz. O crescimento foi de 43% em relacdo ao controle (MORITA,

1982 a,b). Quando foram usados o esteviolbiosideo, 0 esteviosideo, o rebaudiosideo B e C



Fundamentacdo Tedrica e Revisdo Bibliografica 27

e 0 dulcosideo A misturados com metais alcalinos, houve também estimulo de crescimento
em vérias outras plantas. Estimulo este smilar ao produzido por giberilinas, com excecdo
dos efeitos colaterais desfavoraveis como amarelamento e inibicdo do crescimento das
raizes.

IWAMURA et d. (1979) também utilizaram os glicosideos diterpénicos da Sevia
rebaudiana, inclusive o esteviol, como estimuladores de crescimento de plantas. Assim,
500 ppm dos sais de Na dos diversos glucosideos e do esteviol estimulou o crescimento de
plantas de arroz em 42,5% em relacéo ao controle, valores coincidentes com os obtidos
pelaMORITA (1982 a,b).

MIYAMOTO (1983) utilizou o esteviolbiosideo, ou os seus sais, sobre arvores
frutiferas, através de pulverizagcbes contendo 500 ppm do glicosideo e obteve como
resultado frutas mais doces e com menor teor de acidez. MORITA (1977) utilizou, ainda,
extrato aquoso purificado de folhas de Stévia para melhorar o aroma e o sabor do tabaco.

Extrato de Stévia (5 ppm) contendo esteviosideo, rebaudiosideo e esteviolbiosideo
foi utilizado por MORITA (1982 c) para promover a ativacdo e producdo de a-amilase no
malte de cevada, milho, trigo ou outros cereais. O acréscimo da atividade a-amilasica foi

semelhante ao produzido pelo tratamento do malte com giberilina Az,

2.3.2. Processos de extr acdo dos glicosideos da Stevia rebaudiana Bertoni.

Todos os processos apresentados na literatura seguem aproximadamente a mesma
metodologia. Numa primeira fase, é feita uma extracdo das folhas de Stévia com &gua ou
acoois (etanol ou metanol) a quente, por infusdo ou percolacdo, obtendo-se um nivel
maximo de extragdo em torno de 50% do peso seco da folha, na forma de uma solucéo
carregada de particulas coloidais de cor marrom escuro, contendo todos 0s principios
ativos, pigmentos foliares, polissacarideos solUveis e outras impurezas. Alguns processos
fazem o desengorduramento prévio das folhas com solventes apolares como cloroformio
ou hexano (TANAKA et al. 1977; MASUYAMA, 1980; KINGHORN et a., 1982) para a

eliminagéo preliminar de 6leos essenciais, lipidios, clorofila e outros compostos apolares.
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2.3.3. Clarificacdo do extrato aquoso de Stevia rebaudiana Bertoni

A segunda fase, na grande maioria dos casos, reside na clarificacéo do extrato, isto
€, na remocdo do maximo de impurezas, tornando 0 mesmo um xarope claro, contendo
praticamente o contelido integral dos principios adocantes.

Pode-se classificar os métodos para a execucdo desta operacdo em seis grupos.

O primeiro grupo de processos utiliza Ca (OH)», CaO, CaCO3 ou sais de Al, Fe e
Mg (ISHIZONE, 1979, KIKUCHI e SAWAGUCHI, 1977; KOKAI et a., 1979; FUJ
FOODS, 1982; TAMA, 1982; YAMADA e KAJMA, 1980; TOYO SEITO, 1980;
SEKISUI, 1983; LI et a., 1984; ZHOU et al., 1984; GIOVANETTO, 1989) como agentes
precipitantes das impurezas do extrato seguido de deionizacdo através de resinas
trocadoras de ions de natureza catibnica e aniénica, como poliamidas (KIKUCHI e
SAWAGUCHI, 1977; FUJ FOODS, 1982), amberlite XAD, duolite ES-861; diaion HP
(KOBOMURA et al., 1976; TAMA, 1982), Dow 50w/Domex WGR (GIOVANETTO,
1989) resinas ndo polares (TOY O SEITO, 1980), amberlite IR-120 (H+) e IRA-410 (-OH)
(ISHIZONE, 1979; SAWAGUSHI e KIKUCHI, 1977; OHE, 1977; MIWA, 1979) e outros
tipos de Amberlite (CHANG e CHANG, 1985) obtendo vérios graus de clarificacdo e
purificacdo do extrato.

O segundo grupo utiliza somente ions metalicos como coagulantes na clarificagdo
de extrato aguoso. O CaCO3 em HpoO2 (MASUYAMA, 1980); Sri® em meio acdino

(CHISSO Corp., 1980); CaCb; AICI3; FeClh. Ca(OH)p + CO2 ou Fep(SO4)3/Ca(OH)p

(TAKAMURA et d., 1977; SATO et al., 1980; WAKABAYASHI, 1981; MITSUBISHI,
1983 & ZI et d., 1986) e MgCO3 ou Mg(OH)2 com aeracéo (TAKAMURA et d., 1977),

Mg(OH)» cacinado como adsorvente (YOKOYAMA E SUGIYAMA, 1990) ou ainda
Ca(OH)2/CaCO3 (DE CERNADAS e PRYLUKA, 1985) sdo 0s mais usados para o

processo de clarificacdo do extrato.

O terceiro grupo de processos utiliza somente resinas trocadoras de ions ou resinas
adsorventes para descoloracdo do extrato. Estes processos utilizam a HP-20 (copolimero
divinil benzeno-estireno) como resina adsorvente (OHE et a., 1977) ou diaion HP-10,
diaion WH, duolite S-37 e amberlite IRA-93 como resinas porosas, anidnicas fracas,
levemente basicas (MARUZEN, 1980; TOYO, 1981; HAGA et a., 1976) ou sistemas de
resinas trocadoras de ions (mistura de IR-120, IRA-68, IR-120B, IRA-411) (OHE et d.,
1977). Utilizam ainda amberlite XE-275, amberlite XAD-7 e amberlite IR-120 (KIUNI et
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a., 1977, PERSINOS, 1973; AQUINO et a., 1985), resinas com celulose (SEIKISUI,
1983) e resinas macro reticulares (BIAN et a., 1986), sendo que, também, alguns
pesquisadores utilizam carvéo ativo como adsorvente de impurezas (MIZUFUNE et al.,
1987), produzindo um bom nivel de clarificacdo e edulcorantes com paladar mais
agradavel.

O quarto grupo de processos se utiliza da purificacgo por eletrdlise com eletrodos

de aluminio em meio contendo NaCl (MIWA et a., 1979 a) ou meio com Al(SO4)3 ou
AlIClg como condutores (MIWA et al., 1979 b) ou ainda uma composi¢édo de eletrdlise e

tratamento com resinas trocadoras de ions (MIWA, 1979 b; ADUCCI et al., 1987).

O quinto grupo destes processos reside no tratamento do extrato aquoso das folhas
de Stévia com solventes orgéanicos como os alcoois de 4 a 8 carbonos e os glicosideos sdo
cristalizados em metanol (ASANO et a., 1975) ou o fracionamento com sistema de
solventes (ALVAREZ et a. 1984), ou cristalizacbes fracionadas em d&coois
(AJINOMOTO, 1981a, b) e ainda com um sistema metanol/cloroférmico extraido com
agua obtendo de imediato 0 esteviosideo cristalino e outros produtos. Alguns utilizam,

ainda, uma sequiéncia de tratamentos com sais complexos como KAI(SOg)2 e CaCO3

procedendo extragOes sucessivas com solventes como éter, acetona e etanol (LI et al.,
1983; TAKAHASHI et al. 1987) ou Fep(SO4)3/(NH4)2S04/Ca(OH)2> (ARASHI, 1987).

O sexto grupo trata de processos que envolvem o clareamento do extrato agquoso da
Stévia com polieletrolitos que fazem a coagulacdo e decantagdo das impurezas. Desta

forma, o tratamento do extrato agquoso com cloreto de benzalconio ou com Ca(OH)2 ou
Al(SOy4) seguido de agregacdo com uma amida poliacrilica ou outro polimero floculante

(KODAKA, 1977; MITSUBISHI, 1983 b) consegue remover boa parte das impurezas do
extrato, tornando-o bastante clarificado.

Com a clarificagcdo do extrato das folhas de Stévia, que é a parte da extracdo que
diferencia os métodos, esta é processada a seguir, praticamente, da mesma maneira em
todos os sistemas. A solugdo é concentrada e redissolvida em metanol para proceder a
cristalizacdo do esteviosideo. A recristalizacdo € feita no mesmo solvente, obtendo-se
esteviosideo praticamente puro.

Vae ainda citar o método de extracdo e fracionamento dos principios ativos para
fins analiticos desenvolvido por KINGHORN et al. (1982), onde o extrato aquoso €

extraido com butanol e a solugéo concentrada. E feita a cromatografia do residuo em um
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sistema contracorrente conseguindo boa separacdo do esteviosideo, rebaudiosideo A e
dulcosideo A.

Interessante método foi desenvolvido, também, por KATO et a. (1977) para
extracdo do esteviosideo. Os autores purificaram o extrato aquoso ou alcodlico pelo uso de
membranas semipermeaveis (acetato de celulose, daicel DRS-50) e por ultrafiltracdo do
liquido tratado em membrana de poliacrilonitrilo (daicel DUH-20) fornecendo um filtrado
gue ao ser concentrado produz esteviosideo com aproximadamente 80% de pureza.
Semelhante sistema foi usado por FUH e CHIANG (1990), na Universidade de Taiwan, 0s
guais utilizaram um sistema de ultrafiltracdo em membrana para remover acima de 96% da
pigmentacdo do extrato agquoso de folhas de Stévia e posterior concentragdo do extrato por
osmose reversa. A clarificacdo final foi feita por trocaiénica em resinas.

Recentemente, novos processos usando tecnologia avancada vém sendo
experimentados. A equipe de Osamu Tanaka, trabalhando para a Mitsue Petrochemical
Ind. (TAN et a., 1988) desenvolveu um processo de extracdo de folhas de Stévia através

de CO» super critico em presenca de metanol, extraindo esteviosideo e rebaudiosideo-A

com 17,5 % de rendimento. Trabalho semelhante foi feito por KIENLE (1989) na Europa,
0 qua extraiu previamente as graxas e pigmentacdo contaminantes das folhas da Stévia

com CO» super critico, extraindo posteriormente, de maneira convenciona 0s principios

adocantes.

Particular interesse apresenta a extragdo, aém do esteviosideo, também dos
rebaudiosideos, principalmente o rebaudiosideo A. Para tanto, foi desenvolvido um
processo de separacdo do esteviosideo e rebaudiosideo a partir de um extrato de folhas de
Stévia clarificado pela MARUZEN (1982). A mistura foi tratada com &acoois de 3 a 6
carbonos, solubilizando o esteviosideo e permanecendo na fracdo insolivel o
rebaudiosideo A.

A TOYO Sugar Refining Co. Ltd. (1982) desenvolveu um outro processo para o
mesmo fim. Utilizou para tanto uma resina adsorvente moderadamente polar (diaion HP-
10; amberlite XAD-2 ou XAD-7) com um valor de saturagcdo menor que o contetido de
rebaudiosideo e esteviosideo, porém maior do que o teor de esteviosideo. O efluente
contém o rebaudiosideo e 0 esteviosideo fica adsorvido, separando os dois componentes.

Atuamente, no processo de clarificacdo, esta em uso industrial no Brasil o

tratamento com ions metdlicos juntamente com solventes organicos
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O esteviosideo tem sua aplicacéo industrial limitada em alguns segmentos, devido a
dificuldade em se alcancar um produto final com alto teor de pureza, sem residuos
resultantes do processo de extracdo; e devido a dificuldade em se obter um produto de uma

cor agradavel ao mercado.

2.3.4. Vantagens e desvantagens dos diferentes processos convencionais de

clarificacdo do extrato de Stevia rebaudiana Bertoni

Os processos que utilizam somente ions metdlicos para clarificagdo sdo bastante
simples e econdbmicos, entretanto, apresentam o inconveniente de deixarem residuos dos
sais aplicados, gue muitas vezes podem afetar a salide dos consumidores dos produtos. Sob
este aspecto, levam grande vantagem 0s processos com ions metalicos onde,
posteriormente, os extratos clarificados sdo deionizados por resinas trocadoras de ions que
praticamente eliminam aquele tipo de impureza. Estas resinas, no entanto, tornam os
pprocessos menos econdmicos pois deve-se considerar que o0 custo delas € bastante alto,
pois € necessario a sua recuperacdo a cada operacdo. Além disso, as resinas deixam
residuos macromoleculares como solutos que muitas vezes podem ser danosos a sallde,
sendo proibidos em alguns paises como o0 Japdo. Esta recuperagcdo por sua vez envolve
toda uma tecnologia operacional que consome reagentes e mao-de-obra. Além disso, as
resinas ndo sao perenes, 0 que as tornam ainda mais dispendiosas.

Os processos de eetrdlise implicam também em deionizagdo. Portanto, 0s
processos que utilizam solventes voléteis na extragdo parecem ser 0S mais préticos pois
apresentam um baixo custo, além de serem, 0s solventes, quase totalmente recuperaveis e
reciclaveis além de bastante seletivos quanto a polaridade dos solutos a serem extraidos,
permitindo uma operacionalidade mais simples e menos onerosa. Ha, entretanto, a
necessidade de remocdo completa de residuos de solventes, pois 0s mesmos podem ser
danosos a salde, 0 que torna o processo caro pel os cuidados necessarios.

Os sistemas de membranas de ultrafiltracdo e osmose reversa reduzem
substanciddmente os nivels de impurezas e 0s volumes a serem manipulados,
proporcionando uma economia ao processo de purificagdo. Porém, utilizam materiais de

ato custo e necessitam de tecnologia operaciona de custo elevado.
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2.4. Aszedlitas

2.4.1. Histérico das zedlitas

O termo zedlita foi criado no século XVIII, quando constatou-se que determinados
minerais submetidos a calcinagdo a elevadas temperaturas, pareciam fundir-se com
liberacdo de vapor de &gua. Denominou-se zedlita por composicdo das palavras gregas
“zein” (ferver) e “lithos’ (pedra).

As zedlitas eram consideradas simples “curiosidades mineralégicas’ e sO a partir da
segunda metade do século XIX passaram a ser estudadas. Os primeiros trabahos
realizados com zedlitas, no final do século passado, foram em adsor¢éo e troca ibnica

Surgiram, a partir de entéo, muitos trabalhos com zedlitas naturais, para satisfazer a
pesgquisadores e interesses industriais. Em 1948 foram produzidas em laboratério as
primeiras zedlitas sintéticas, nomeadas de Mordenita e zedlitas A, X e Y.

Em 1954 as zedlitas sintéticas comecaram a ser utilizadas, como adsorventes e
peneiras moleculares, em processos industriais de separacdo e de purificacdo de gases. A
mais importante aplicacdo das zedlitas em catdlise heterogénea iniciou-se em 1962, no
cragueamento catalitico do petrdleo para producéo de gasolina. As zedlitas substituiram os
classicos catalisadores de silica-alumina amorfo (FIGUEIREDO e RIBEIRO, 1987).

2.4.2. A estrutura das zedlitas

As zeblitas sdo aluminossilicatos cristalinos de origem natural ou sintética,
composta por canais e cavidades com dimensdes comparaveis as moléculas organicas. Os
elementos estruturais basicos das zedlitas sdo os tetraedros TO4 (onde o aomo “T” pode
ser Al, Si, Ga, Ge,....). Cada aomo “T” localiza-se no centro do tetraedro e os aomos de
oxigénio no vértice dos tetraedros. Estes sdo unidos entre si pelo &omo de oxigénio, ou
sgja, cada &omo de oxigénio € compartilhado por dois tetraedros. Os tetraedros TO, s80
chamados de unidade de construgdo primaria da zedlita. Estes tetraedros combinam-se
formando as SBUs (secondary building units), ou unidades de construcdo secundéria. As
unidades de construcdo secundéria mais simples séo o anel de quatro tetraedros (4-ring) e
de seis tetraedros (6-ring). Em alguns casos, a estrutura da zedlita pode ser considerada em

termos de unidades de poliedros, tal como o octaedro truncado. A Figura 08 apresenta as
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diversas formas das SBUs, onde os vértices das estruturas representam &omos “T”, e 0

ponto médio das arestas representam &omos de oxigénio.
(a) @
SR SR i1 D4R DR,

T10 Oz 4-4-1
(h)

(a) As unidades de construcdo secundéria (SBU) da estrutura das zedlitas

(b) Algumas unidades de poliedros da estrutura das zedlitas

Figura 8. Unidades de construcéo secundéria das zedlitas, SBU (BRECK, 1974).

A descoberta das zedlitas A e X nos Laboratérios Union Carbide Coporation
representou um avango ha composicao, volume de poro e estrutura de canal, garantindo a
estas duas zeolitas proeminéncia comercia sobre as 150 espécies sintéticas e as
descobertas nos Ultimos vinte e cinco anos. Ambas as zeolitas sdo quase "saturadas' em
aluminio na composi¢éo da estrutura zeolitica com uma razdo molar de Si/Al préximo de
um, o conteldo méaximo possivel de aluminio no tetraedro de aluminossilicato se for
seguida aregra de Loewenstein.

A zedlita X possui razéo Si/Al 1,0-1,5 e a zedlita A possui razéo Si/Al 1,0-1,2.

Como consequéncia elas contém um nimero maximo de locais de troca de cétion

gue equilibram o aluminio na estrutura, e assm possuem maior conteldo de céations e
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maior capacidade de troca. Estas caracteristicas de composi¢cdo combinadas |hes fornecem
superficie altamente heterogénea, conhecida entre materiais porosos devido a exposicéo da
carga catibnica posicionada na estrutura de aluminossilicato, 0 que resulta em atos
gradientes de campo. A superficie delas € altamente seletiva para agua, moléculas polares e
polarizaveis, que servem como a base para muitas das aplicacbes das zedlitas,
particularmente em secagem e purificacao.

Os volumes de poro das zedlitas X e A, de quase 0,5 cnt/cnt, s30 0s maiores
conhecido para zedlitas e lhes da uma distinta vantagem econdmica nos processos de
separacdo e purificacdo, onde a ata capacidade € essencia para o despenho econémico. A
estrutura tridimensional dos canais dessas zedlitas, favorece ab maximo as caracteristicas
de difusdo (RIBEIRO et al., 1984).

As zedlitas podem ser classificadas segundos seus cations de compensacdo em 3A,
4A e 5A que apresentam como cation de compensacao, respectivamente: potassio, sodio e
célcio; com diametros respectivamente de: 3,2 A, 4,2 A 5,2 A (BRECK, 1974).

As zedlitas X e A apresentam estruturas formadas pela unido de octaedros
truncados (b-cages) caracteristicos de estruturas sodalitas. Nessas zedlitas, os aomos T's
podem ser silicio ou aluminio, porém a relacdo silicio/aluminio é diferente. Na natureza

encontra-se a Faujasita, que € estruturalmente andloga a zedlita X.

A célula unitaria da zedlita X (Figura 9) é caracterizada por 8 octaedros truncados
(sodalita ou cavidade beta, b-cage) conectados por meio de 16 prismas hexagonais (double
6-ring, D6R) pela unido das faces hexagonais destes octaedros, formando assm uma
grande cavidade com aproximadamente 13,7 A de didmetro livre (super-cavidade ou

cavidade alfa, a-cage).

Figura 9. Estrutura da zedlita X (CIOLA, 1981).
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A zedlita A (Figura 10) pode ser descrita em termos de dois tipo de poliedros. um é
0 simples arranjo cubico de 8 tetraedros, as estruturas D4R (double 4-ring); o outro é um
octaedro truncado de 24 tetraedros ou b-cage. Os octaedros truncados sdo ligados uns aos
outros por intermédio das estruturas D4R. Desta forma os octaedros ocupam cada vértice
da estrutura cubica, formando no interior do cubo uma cavidade com um didmetro livre de
11,4 A. O didmetro livre das cavidades b-cages € de 6,6 A.

A célula unitaria da zedlita A contém 192 tetraedros TO,4 (96 tetraedros SIO4 e 96
tetraedros (AlO4)). Normalmente a zedlita A é sintetizada na forma sddica, outras formas
podem ser preparadas pela troca idnica em solucdo. A troca idnica provoca alteractes no
tamanho do poro da zedlita (BRECK, 1974).

Figura 10. Estrutura da zedlita A (CIOLA, 1981).

2.4.3. Cétions de compensacao das zedlitas

Como o aluminio é trivalente, a estrutura carrega uma carga negativa para cada
atomo de aluminio. Esta carga é balanceada por cations alcalinos e alcalinos terrosos, que
nao pertencem a estrutura cristalina, chamados de cétions de compensacéo, intersticiais ou
intercambiaveis, que sdo livres para se mover nos canais da rede, e os ions da estrutura
podem ser trocados por outros em solucdo. Os cétions de compensacdo, usualmente sdo
Na', K" ouCa'.

A férmula estrutural da zedlita pode ser representada por :
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onde

M - o cétion de compensagdo

n - € acargado cétion de compensacdo

w — 0 nimero de moles de agua de hidratacéo

(x+y) — 0 nimero total de tetraedros por célula unitéria

Define-se como célula unitaria a menor estrutura capaz de representar a zedlita em
questdo, ou sgja, a estrutura basica que se repete alongo do cristal (BRECK, 1974).

A estrutura microporosa da zedlita permite também a transferéncia de massa entre o
espaco cristalino e 0 meio externo. Entretanto, a transferéncia de massa € limitada pelo
didmetro dos poros da estrutura zeolitica, nos quais sO podem entrar ou sair moléculas
cujas dimensdes sgjam inferiores a um certo valor critico, o qual varia de acordo com o
tipo de zedlita (GIANNETTO, 1990).

2.4.4. Relacdo silica/alumina (SAR) na zedlita

A relagdo silicaldumina (Si02/AlLO3) na zedlita, que € igual a duas vezes a razéo
silicio/ duminio, é de grande importancia nas propriedades fisico-quimicas desta. zedlitas
com diferente SAR apresentam propriedades diferentes como: hidrofilia, capacidade de
troca iOnica e estabilidade térmica.

As zedlitas com elevados valores de SAR, possuem grande quantidade de silicio em
sua estrutura, e conseguientemente, pouco aluminio. O espacamento entre os domos de
aluminio, devido ao reduzido nimero dos mesmos, promove a dispersdo dos centros
acidos, aumentando a distancia média entre os sitios adjacentes aniénicos (AlO2) na
estrutura zeolitica. Logo, zedlitas que apresentam tal dispersdo em sua estrutura,
acomodam com mais facilidade cétions monovalentes, aumentando a dificuldade de um
cation simples divalente em satisfazer os campos de dois sitios anionicos adjacentes. Como
resultado, nota-se que a preferéncia da zedlita por cations divalentes diminui, aumentando
a preferéncia por cations monovalentes, na mesma proporcdo da diminuicdo da quantidade
de auminio (BARRER, 1978).

O efeito inverso é verificado para zeolitas que apresentam baixa razéo
silicalalumina. Neste caso, a grande quantidade de aluminio na estrutura aproxima o0s
centros acidos, e conseguientemente, as cargas negativas ficam muito proximas. Essa

proximidade permite a acomodacao de cations polivalentes e altamente polarizados.
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2.45. Trocaibnica

O processo de troca iGnica envolve o contato de uma fase fluida livre (liquida ou
gasosa) com uma fase rigida (sdlida), no caso a zedlita, que possua propriedade de reter e
guardar seletivamente espécies contidas inicialmente no fluido. No caso da zedlita, é
utilizada uma solucdo contendo o cétion de interesse; e é entdo deixada a zedlita em
contato com essa solugdo, em condi¢des favoréveis para que ocorra a troca do cation de
compensacdo da zedlita, que possue mobilidade nos canais zeoliticos, pelo cédtion em
solucéo.

A troca ibnica € governada por diversos fatores tais como: o efeito de peneira
devido ao sistema de canais e cavidades, pela incapacidade dos cations introduzidos de
ocupar precisamente 0 mesmo lugar na estrutura ocupado pelo cation trocado e capacidade
de coordenacdo do ion metdlico com os oxigénios da rede cristalina. As diferentes
condi¢des em que se realiza a troca séo de grande importancia pois ela influem diretamente
na eficiéncia da troca

O cétion de compensacdo atribui diversas propriedades a zedlita, assim, realizando-
se atroca desse cation é possivel modificar suas propriedades.

As propriedades que podem ser modificadas s&o muitas, como: acidez, capacidade
de adsorcdo, seletividade, area superficial, estabilidade térmica, atividade catalitica,
abertura dos poros.

A trocaionica pode ser representada pela seguinte equacéo (BRECK, 1974):

o] za o] za
2aB;) + hAg) « ZaBs + ZbAy,

Onde
zae zb - sfo as cargas dos cations A e B envolvidos natroca

subscritos “z" e“s’ — referem- se a zedlita e a solugdo, respectivamente.

A capacidade de troca idnica esta diretamente relacionada com a quantidade de
aluminio presente na estrutura zeolitica. Logo, um paréametro de muita importancia € a

razdo molar de silicio/aluminio da estrutura da zedlita.
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2.4.6. Aplicacéo das zedlitas

Adsorcao - Zedlitas sdo usadas para adsorver uma grande variedade de materiais.
Isto inclui aplicagdes em secagem, purificacdo e separacdo. Elas podem remover agua a
baixas pressdes parciais e tém poder dessecante muito eficiente, com uma capacidade de
remover mais que 25% do peso em agua. Podem remover substancias quimicas organicas

voléteis de fluxos de ar, separar isOmeros e misturas de gases.

Catélise — Zedlitas podem ser catalisadores seletivos, pela seletividade do estado de
transicdo ou pela exclusdo de reagentes competitivos, baseado no diémetro molecular.
Zedlitas também podem ser catalisadores acidos e podem ser usadas como suporte para
metais ativos ou reagentes. Elas também sdo usados como catalisadores de oxidagéo. A
principal area de aplicacdo industrial é na refinacéo de petrdleo, producdo de aromaticos e
producdo de hidrocarbonetos. As zedlitas sintéticas sio os catalisadores mais importantes

em refinarias de petrdl eo.

Troca ibnica — O maior volume de uso para zedlitas estd em formulaces de
detergente onde elas substituiram o fosfato para diminuir a dureza da &gua. Elas fazem isto
trocando o sddio da zedlita pelo célcio e 0 magnésio presente na agua.

Sé0 também utilizadas para a retirada de metais pesados em efluentes e na

diminuicéo de radioatividade pela retirada de metais radioativos do meio.

2.5. Zedlita como adsorvente

2.5.1. Processos de adsor ¢éo interfase sélida-liquido.

Imagine uma interfase sdlida-liquido constituida por um liquido puro em contato
com um solido. Devido ainteracéo entre as moléculas do liquido com o sdlido na interfase,
ocorre uma certa orientacdo das mesmas. Em conseqiiéncia, a estrutura na interfase e no
seio da fase liquida torna-se diferente. A concentracdo de moléculas de liquido na interfase
€, portanto, diferente da concentracdo no interior do liquido.

Quando essa fase liquido ndo € composta por um liquido puro, mas no caso em que

Se encontram presentes um ou mais solutos. Ocorre variagdes na concentragdo no interior
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da solucéo, isso ocorre devido a uma interacdo entre as moléculas do liquido com o sdlido
ou uma interacdo dos solutos, ou especificamente um deles, com o solido.

Esse fenémeno € denominado adsorcao.

Numerosas reagbes entre substancias sdo catalisadas por solidos. Entre essas
reagcOes existem muitas que apresentam interesse industrial muito grande. Desse modo, o
estudo das reacdes cataliticas heterogéneas, constitui uma das aplicacbes mais importantes
da fisico-quimica de superficies.

A catdlise heterogénea é o motivo, em parte, do estudo intensivo da adsorcéo. O
objetivo € fazer com que uma reagdo se processe mais rapidamente na superficie do
catalisador do que na fase homogénea. Porém, as reagdes na camada de adsor¢éo podem
ser unimoleculares, bimoleculares ou uma combinagdo dessas reagoes (RABOCKAI,
1979).

Dependendo da forca de adsorcao, isto €, da forca das ligagdes que ocorrem entre as
moléculas que estdo sendo adsorvidas e o adsorvente, podemos diferenciar dois tipos
principais de adsorcéo: adsorcao fisica e adsorcéo quimica.

A adsorc¢do fisica € aquela que envolve fenbmeno de condensacdo ou atracdo por
forcas de Van der Waals. A adsorcdo quimica é aguela na qual formam-se ligagdes
guimicas entre o adsorvente e 0 adsorbato.

Destas definigbes, podemos ver que o conceito de adsorcéo € funcdo do tipo de
ligacd@o quimica ou atracdo superficial (CIOLA, 1981).

2.5.2. Adsor ¢cdo em zedlita

O uso de zedlitas como adsorventes, para executar grande nimero de separacoes e
purificagdes, tornou-se firmemente estabelecido nas industrias de processo quimicos. Uma
lista resumida das principais aplicacbes adsorventes, adaptada da Ultima revisdo de

Anderson, Molecular Sieve Zeolite Conference em Chicago, esta na Tabela 3.
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Tabela 3. Aplicagbes industriais das zeolitas como adsorvente (baseado em RIBEIRO et

al., 1984).

Purificacéo Separ agdo
Secagem l. Separacao de parafinas
- gés natural
- gédsdecracking . Separacao de xileno
- gas refrigerante em sistemas
fechados . Separacao de olefinas

1. Remocéo de CO, IV. Ozdoar
- gas natural
- plantas criogénicas de separacéo V. Separacao de agUcares
dear

. Remocé&o de compostos sulfaricos
- adocamento de gases naturais e gas

de petroleo liquefeito

IV.  Combate apoluicéo
Remocéo de Hg, NOy , SO

E possivel ver que as aplicacBes atuais se dividem em duas categorias, aplicacbes
de purificagdo que em geral dependem da seletividade de superficie para moléculas polares
ou moléculas polarizaveis; e separacdes, que sdo baseadas nos principios de peneiras
moleculares. Recentemente, as separagdes com zedlitas adsorventes foram estendidas para
a fase liquida, sistemas aguosos na separacdo de misturas de frutose-dextrose-
polissacarideos (RIBEIRO et a., 1984).

2.5.3. Utilizacao de zedlita no tratamento do extrato aquoso de Stévia.
Existem poucos artigos publicados onde zedlitas foram usadas no processo com

Stévia. Em uma patente japonesa, a zedlita foi utilizada na clarificagdo do extrato aquoso

de Stévia, no entanto, o tipo de zedlita, condigdes ou a maneira Como Ocorre 0 Processo




Fundamentacdo Tedrica e Revisdo Bibliografica 41

ndo é citada. Simplesmente é citado que a zedlita € colocada em contato com o extrato
aquoso bruto de Stévia e apos esse contato a solucdo obtida € concentrada ou cristalizada,
de acordo com o produto final desgjado ( KODAKA, 1977).

Como foi citado anteriormente, recentemente as separacbes com zedlitas
adsorventes foram estendidas para a fase liquida, sistemas aquosos na separacdo de
misturas de frutose- dextrose-polissacarideos (RIBEIRO et al., 1984).

SILVA (1998) trabalhou com zedlita, utilizando-a na separagdo da frutose no meio
de sintese da dextrana e obteve sucesso em seus experimentos.

A idéia da utilizagdo de zedlitas no processo com Stévia surgiu do conhecimento da
utilizacdo de zedlita na separacdo de outros glicosideos com sucesso. Acreditava-se que a
zedlita teria afinidade com os glicosideos da Stévia, ou com pelo menos um deles
especificamente. Poderia também ocorrer que 0s compostos responsaveis pela coloracéo
tivessem preferéncia na adsorcdo e assim separar 0s glicosideos da cor indesejada.

As formas célcicas e baricas das zedlitas A e X foram escolhidas tendo como base o
conhecimento de que essas formas sdo as que ddo melhor resultados na separacdo glicose-
frutose e frutose-dextrana. Tais sdo zedlitas baratas e muito utilizadas como adsorvente e
por possuirem razéo Si/Al pequena, 0 que proporciona uma maior quantidade de ions Ca e
Ba na estrutura

No presente trabalho, foi feita a troca com ions de calcio e bario em zedlita NaX,
depois o extrato aquoso da folha de Stévia foi colocado em contato com as zedlitas NaX,
CaX e BaX, sob as mesmas condi¢cdes; com a finaidade de avaliar a influéncia desse
contato na clarificagdo do extrato aquoso de Stévia.

No campo da clarificagdo do extrato aquoso de Stévia, 0 processo com zedlitas se
mostra vantgjoso pois. tem baixo custo, ndo deixa residuos que podem ser nocivos e

possue tecnologia operaciona de fécil entendimento e aplicacéo.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. Zedlitas de partida

As utilizadas zedlitas neste trabalho foram fornecidas pela Pluriquimica. S&o
zedlitas do tipo Baylith da Bayer. Foram fornecidas amostras de zedlitas NaA em pé e
NaX em pé e gréo (1,0-4,0 mm).

3.1.1. Espectrofotometria de absor ¢éo atdmica

As zedlitas de partida e as zedlitas modificadas, foram caracterizadas por
espectrofotometria de absorcdo atdmica. Nas zedlitas de partida foi determinada a razéo
Si/Al e nas modificadas a percentagem de troca realizada.

O procedimento de abertura (solubilizacdo) das zedlitas seguiu a metodologia
descrita por MACHADO (1995). A abertura das amostras constituiu-se em um atague
&cido de 0,250 g de amostra, em reator de Teflon, por 30 mL de uma mistura de HO,
HNOs3, HoF na proporcédo de 2,5:1,0:2,5. O reator € entdo fechado e colocado em estufa
com aeracdo forcada a 353K por 24 horas. As amostras sdo resfriadas e diluidas
adequadamente.

As curvas padréo foram realizadas nos interval os de:

0,25 - 1,5 ng sbédio /mL.,100 - 300 ng silicio /mL,100 - 250 ng aluminio /mL, sendo
utilizado padréo Merck para o preparo das solucgdes. 1sso garante que a curva de calibragdo
caia nafaixa de validade da lei de Beser.

As amostras foram preparadas de modo que as concentragdes previstas dos
elementos a serem analisados estivessem dentro dos intervalos de concentragdo da curva
padréo, as solugdes foram analisadas em um espectrofotdmetro Varian Spectra AA-10
Plus, utilizando-se de |ampadas, condicbes especificas e com auxilio de uma curva padréo

para quantificacdo do elemento desgado.

3.1.2. Medida de &rea superficial especifica total

As medidas de area superficial especifica total, foram feitas utilizando o aparelho

CG200, cujo funcionamento baseia-se no método B.E.T.
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As amostras foram colocadas no porta-amostras (tubo em “U”) e ativadas com
fluxo de N, super seco, com vazdo de 50 cn/min por 2 horas & temperatura de 473 K.
Utilizou-se do método dindmico de medida de érea, onde as amostras contidas no tubo em
“U” foram submetidas a um fluxo da mistura de N>-He (10% N>) a diversas pressoes.

A andlise consistiu em imergir o tubo em “U” com as amostras em um recipiente
contendo nitrogénio liquido para diversos valores de pressdo. Apds a imersdo do tubo,
houve a adsorgéo do nitrogénio na amostra no interior do tubo.

Na saida do tubo, um detector de condutividade conectado a um integrador,
registrou o pico proporcional a quantidade de N, adsorvido pela amostra naquela presséo.
Em seguida fez-se a dessorcéo do nitrogénio da amostraimergindo o tubo em “U” em &gua
a temperatura ambiente. Repetiu-se este procedimento para diversas razbes de PPy (Po
pressdo de saturacdo do N2 nas mesmas condicdes) menores que 0,3 (condigdes do método
B.E.T.). A partir de relacOes entre a area dos picos e seus valores de P/P, foi possivel obter

o valor da area superficial.

3.1.3. Trocaibnica do sodio pelo célcio e pelo bério.

As zedlitas de partida foram: NaA em p6 e NaX em pd e grdo, com o tamanho das
particulas variando entre 1,0 e 4,0 mm.

Foram feitas trocas iénicas do sodio pelo cacio e pelo bario nas zedlitas de partida,
trabalhando sempre com cloreto como anion, o que facilita sua eliminagdo. Como sal de
troca para fornecer os cations a serem introduzidos na ze0lita, foram utilizadas soluctes de
CaCl,.2H,0 e BaCh.2H,0.

A metodologia de troca foi a mesma utilizada por SILVA e MACHADO (1994).
Ambas as trocas foram realizadas em um reator batelada.

A quantidade de ion utilizado na troca, foi baseado no nimero de equivaentes
grama em N&O presente na zedlita, tomando-se uma razdo em equivalentes de:

- célcio, Ca™/Na" =2

- bério, Ba™/ Na" =2

Trocacom Cécio
- Sal de Célcio (CaCh.2H,0)- Definiu-se em 15% em peso o teor de sdlidos no
reator. Foi feita uma suspensdo aquosa com zedlitas e colocada sob agitacdo magnética por

24 horas quando na forma po e 1 hora quando na forma granulada. Esta diferenca no tempo
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de agitacdo, ocorre pois a agitacdo serve para desfazer os grumos de zedlitas presentes na
suspensao, como a suspensao de zedlita na forma granulada ndo possue grumos, necessita
de um tempo menor de agitagéo.

Fez-se entdo o0 gjuste do pH entre 5 e 6, com auxilio de uma solucdo HCl 6% (p/p).
O reator foi colocado em placa de aquecimento com agitacdo magnética a 348 K. Apos a
estabilizacdo da temperatura interna em 348 K; adicionou-se lentamente a solucéo de 16%

de cloreto de célcio, sendo a mistura deixada em agitagéo por 24 horas.

Troca com Bario

- Sa de Bério (BaCh.2H,0)- Definiu-se em 10% em peso o teor de solidos no
reator. Foi feita uma suspensdo aguosa com zedlitas e colocada sob agitacdo por 24 horas
guando na forma po e 1 hora quando na forma granulada. . Fez-se entdo o gjuste do pH
entre 5 e 6 com auxilio de uma solucdo HCI 6% (p/p). O reator foi colocado em placa de
aguecimento com agitacdo a 348 K. Apos a estabilizagéo da temperatura interna em 348 K;
adicionou-se lentamente a solugdo de 20% de cloreto de bério, sendo a mistura deixada em
agitacdo por 24 horas.

Para ambas as trocas, decorridas 24 horas a suspensdo foi filtrada em funil de
Bichner em trompa de vécuo. A torta foi lavada trés vezes, sendo a 12 lavagem com
solucéo de sal igual a adicionada na suspensdo e a 22 e 3 2 lavagem com a mesma
guantidade de &gua deionizada usada na dissolucéo do sal. As lavagens foram realizadas a
mesma temperatura da troca. Depois de lavada, a torta foi colocada para secar a 393 K por
24 horas.

Nas amostras onde a zedlita se apresentava na forma de graos foi necessario a

realizac@o de trés procedimentos de troca iOGnica, para se alcancar a percentagem de troca
equivalente a amostras em po.
3.2. Stevia Rebaudiana Bertoni

3.2.1. Preparo do extrato aquoso de folhas secas de Stevia rebaudiana Bertoni

Para os experimentos realizados foram utilizadas folhas de Stévia, fornecidas pela
Steviafarma S.A.
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O extrato aquoso foi feito na proporcdo de 1:10; a &gua foi aguecida a 328 K e
entdo misturada as folhas de Stévia e deixado em infusdo por 30 minutos. Apés esfriar, o
extrato aguoso foi entdo filtrado, em papel de filtro quantitativo de filtracdo média.

As caracteristicas do extrato aquoso de folhas de Stévia, sofrem variagdes devido as
naturais variagbes que ocorrem com as folhas com o qua o extrato é feito. As
caracteristicas da folha variam conforme o clima, solo e tudo o que pode alterar a planta.

Todos os testes foram feitos com extrato aquoso de folhas de Stévia sempre recém
preparado.

3.2.2. Método Fenol- Sulfarico para carboidratostotais

Para determinacg&o dos principios adocantes da folha de Stévia, utiliza-se 0 Método
Fenol- Sulfurico para carboidratos totais e a correlacéo que existe entre carboidratos totais
e glicosideos da folha de Stévia (ALVAREZ et a., 1986).

Os reagentes utilizados foram: Acido Sulfdrico Concentrado (PA), solucdes
aguosas de Glicose (4,5 p/p), Fenol (5%), e Acido Cloridrico (6%).

Um volume de 10mL extrato aquoso de folha de Stévia, a ser analisado, foi diluido
em 10mL de &gua. 500nL do extrato diluido foi misturado, em tubos de ensaio, com
500mL de solucdo de Fenol 5%, adicionou-se entdo de uma sO vez 2,5 mL de é&cido
sulfdrico concentrado. Foi utilizado um padrédo de glicose de 4,5% (p/p) nas mesmas

condigoes.

Amostra= 500 Fenol 5% + 500m. amostra diluida+ 2,5mL &cido sulfurico concentrado
Padrao= 500 Fenol 5%+ 500mL Glicose 4,5%(p/p)+ 2,5mL é&cido sulfurico concentrado
Branco= 500nL Fenol 5% + 500m. &gua + 2,5mL acido sulfdrico concentrado

A mistura foi deixada em repouso por 10 - 15 minutos e a cor desenvolvida foi
medida em Espectrofotdmetro a 490 nm contra o Branco (contendo agua). A leitura da
absorbancia foi feita em triplicata.

O conteido de carboidratos totais na folha de Stévia é calculado pela seguinte

Equagéo (1):

A,
A

P

CHT (g/100 mL ) = 4,5045 1
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onde:
CHT - teor carboidratos totais em g/ 100 mL de solugéo
Ax- absorbancia amostra

Ap - absorbancia padréo

O desenvolvimento dessa equacdo encontra-se no Apéndice 1.

3.2.3. Méodo dos solidos solUveis totais

Os sdlidos solveis totais em uma solucdo sdo determinados pelo Refratdmetro.

Para as andlises foi utilizado Refratbmetro Atago-N1 (Brix 0-32 % % 0,10), da

Steviafarma, que fornece o valor percentual de solidos solUvels presentes, em grau Brix.

3.2.4. Método de calculo da clarificacdo do extrato de Stevia rebaudiana Bertoni

Foi feita uma curva de calibracdo do extrato aquoso de Stévia a 420 e 670 nm,
absorbancia versus concentragdo. O extrato aquoso de Stévia foi preparado na proporcéo
1:10 e apresentou Brix = 4,0 %.

Quando temos uma solucdo com compostos estranhos corados, para uma boa
andlise de absorbancia € vantgjoso obter, a partir da curva de calibragdo, um gréfico que
obedeca alei de Beer, onde a absorbancia € diretamente proporcional a concentracao.

O trecho da curva a ser utilizado a partir da curva de calibracéo, seré o que fornecer
um grafico mais proximo da linearidade, com boa inclinagdo mas que deve, no entanto,
passar pela origem. Uma maior inclinacdo da reta proporciona melhores resultados, pois
trabalha-se com uma faixa mais ampla de valores. Com isso teremos uma solucéo que
obedece alei de Beer, conforme ilustraa Figura 1l (WILLARD et al., 1974).

2 _
@ .
% Declive=al
e
= 1 F
3
o]
<
0 1 1 1 J
Concentragao (g/L)

Figura 11. Representagdo gréficadalel de Beer (baseadaem WILLARD et al., 1974).
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Absorbancie

Os dados a 420 nm e 670 nm estdo representados na Figura 12.

0 T T T T T
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Concentracéo de sdlidos solUveis (g/mL)

- -A& - Abs. 420 nm —@— Abs. 670 nm

Figura 12. Absorbancia versus concentracdo do extrato de Stévia, em 420nm e 670 nm.

Dessa forma as retas utilizadas para os célculos séo as apresentadas nas Figuras 13

e 14. Essas retas representam o melhor gjuste segundo alel de Beer.

Absorbancie

O T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentracdo sdlidos soliveis

Figura 13. Absorbancia versus concentracdo em 420 nm.
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O melhor gjuste dos pontos para 420 nm esta representado na Equacéo (2):
Correlagdo= 0,9943
Abs. = 4,8415. Conc 2

onde Abs. — absorbancia lida

Conc. — concentracao de solidos solUveis no extrato de Stévia

04 -

Absorbancia

O T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5

Concentragdo de solidos solaveis (g/ mL)

Figura 14. Absorbancia versus concentragdo em 670 nm.

O melhor gjuste dos pontos para 670 nm esta representado na Equagéo (3):

Correlagdo= 0,9866

Abs. = 0,6514. Conc. 3

Para o calculo da clarificacdo do extrato, apds o contato com a zedlita, é feita uma
andlise de absorbancia. Utilizase uma correlacdo que existe entre absorbancia e
clarificacdo (FUH e CHIANG, 1990). Os pigmentos na solucdo foram analisados por
medida de absorbancia nos comprimentos de ondas 420 nm e 670 nm, comprimento de
onda da absorbancia maxima dos pigmentos. A percentagem de clarificacdo € calculada

pela Equacéo (4):

vClarificacio = 5. (As(0UA, ))depoisd
YoClarificagao —gl (A (ouA )antes f:;{LOO ()

onde;
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Az20 OU Ag7o antes - absorbancia da amostra, nos respectivos comprimentos de onda 420 e
670 nm, antes da purificacéo
As20 0U Ag7o depois - absorbancia da amostra apés a purificacdo

As medidas de absorbancia foram feitas em triplicatas, em todos os testes.

3.2.5. Identificacdo de acUcares por cromatogr afia em papel

Cromatografia em papel € um método smples e rdpido para a separacéo e
identificacdo de agUcares, mesmo em peguenas quantidades. A identificagdo é feita por
comparacdo da migracdo em determinados sistemas do composto a ser identificado, com a
migracdo de compostos conhecidos. Essa identificagcdo pode ser feita comparando-se o Rf
do composto desconhecido com o Rf dos padres.

Rf = relagdo entre a distancia percorrida pelo composto e a distancia percorrida
pelo solvente.

Rf = distancia percorrida pelo aclcar RF = Rf x 100

distancia percorrida pelo solvente

Como os aglcares sd80 compostos incolores, reacdes de cor, algumas especificas,
s80 usadas para a revelaco dos cromatogramas.

Em uma folha de papel Whatmam n° 1 ou similar de 23 x 57 cm, tragou-se com um
I4pis uma linha paralela e a 6 cm da borda mais estreita do papel; nessa linha colocou-se 6
marcas, distanciadas entre si de 2 a 3 cm, sendo que a primeira e a Ultima marca estavam a
pelo menos 2,5 cm da borda mais longa do papel. Molhou-se o papel com acido bérico 0,3
M, deixou-se secar 0 papel ao ar livre. Depois do papel seco, colocou-se as amostras
usando capilares, aproximadamente 5 nL de cada solucdo de aglcares a serem
identificadas e o padrdo. Deixou-se as manchas secarem e colocou-se 0 papel em camara
para cromatografia descendente previamente saturada com o solvente. Desenvolveu-se o
cromatograma com acetato de etila — isopropanol - agua (6:3:1 v/v), até que a frente do
solvente percorresse aproximadamente 40— 45 cm do papel (BOBBIO e BOBBIO, 1995 b).

Tirou-se 0 cromatograma da cuba, marcou-se a frente do solvente, deixou-se secar.
Pararevelar banhou-se o papel em solucéo reveladora, previamente preparada de : 400 mL

acetona, 4 g difenilamina, 8 mL anilina, 40 mL de &cido fosfoérico. Prendeu-se o papel em



Materiais e M étodos 50

forma circular e deixou-se secar ao ar livre. Apos 24 horas, colocou-se em estufa a 383 K,
por aproximadamente 5 minutos até a revelagdo (DOSSIE TECNICO, 1984).

3.2.6. Andlise sensorial

No estudo e desenvolvimento de produtos aimenticios, normalmente ha a
necessidade de se confiar nos sentidos humanos. paladar, olfato, visao e tato; para avaliar a
gualidade dos alimentos. Isto se deve ao fato de ndo se conhecer um método objetivo
satisfatorio para medida de caracteristicas como sabor, que tém grande importancia na
aceitabilidade do produto, por parte do consumidor.

S8o também vérios os procedimentos de laboratério e de mercado para a selecéo de
provadores, para coleta e preparo de amostras, andlise dos resultados, conclusio e tomada
de decisdes, dai ocorrer que o trabalho de um grupo de pesquisadores pode ndo coincidir
Com O outro.

O principal objetivo da avaliacdo sensorial é fornecer informacfes sobre o efeito
dos “tratamentos experimentais’ em uma populacdo particular. Esse efeito, normamente, é
descrito como uma alteracéo particular ou diferencas em uma resposta, que sdo medidas e
analisadas, usando métodos estatisticos. A exatiddo e seguranca da informagéo, fornecida
pelo estudo sensorial, dependera da selecéo, do procedimento, do teste apropriado para o
caso, da selecéo apropriada do teste e da andlise dos resultados.

Os testes sensoriais exigem controles especiais de vérias classes. Se tais cuidados
ndo sdo observados, os resultados obtidos podem ser tendenciosos ou ter sua seguranca
reduzida. Muitos desses controles dependem ou sdo afetados por condicdes fisicas, nas
guais os testes sdo conduzidos. Assim, por exemplo, para testes em laboratorio, devem ser
eliminados estimulos de odores estranhos, distracdo psicoldgica e providenciar conforto
geral para o desenvolvimento do trabalho (CHAVES, 1980).

3.2.6.1. Selecdo dos provadores pelo M étodo de Ordenacéo

Os provadores foram selecionados dentre os funcionérios da Steviafarma.

Os candidatos provadores utilizaram o Méodo de Ordenagdo (MORAES, 1983)
paraavaliar as amostras e foram escolhidos segundo o método da Amplitude.

As amostras dadas aos candidatos no periodo de selecdo foram solucbes de

sacarose, com concentracdes variando de 2% a 6%.
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Os candidatos a provadores foram submetidos a testes, com trés amostras em cada
teste. Os candidatos foram instruidos a dar notas:

nota 1 atribuida a mais diluida

nota 2 para a amostra intermediaria

nota 3 para a amostra mais concentrada.

Cada provador recebeu fichas conforme o modelo a seguir (Figura 15), onde

transcreveram as notas.

TESTE DE ORDENACAO

Nome: Data: / /

Ordene as 3 (trés) amostras em relacdo a dogura de acordo com os valores.

1- Menos doce 2- Intermedi&rio 3- Maisdoce

NUmero da amostras Ordenacéo

Figura 15. Ficha utilizada na selecéo dos provadores (Teste de ordenacéo).

Para os testes foram preparadas vérias combinacbes de amostras de solucéo de
sacarose codificadas, para que o candidato ndo identificasse concentracéo da solucéo ou
fosse influenciado.

Foram preparadas trés baterias de testes, com variagdo tanto nas concentracoes
como no intervalo entre as amostras, para uma melhor verificagdo da acuidade dos

provadores
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1° Teste — Solucbes de sacarose, com concentracoes de 2 %, 4 % e 6%.

Combinacdo referente as concentragdes utilizadas no primeiro teste.

Amostras A B C
Sl 2,0% 4,0 % 6,0 %
Sl 2,0% 6.,0% 4.0%
Sl3 4.0% 2,0% 6,0 %
Sl 4,0% 6,0 % 2,0%
Sls 6,0% 2,0% 4,0 %
Sls 6,0% 4,0% 2,0%

2° Teste — Solucdes de sacarose, com concentracoes de 2 %, 3 % e 4%.

Combinacéo referente as concentragdes utilizadas no primeiro teste.

Amostras A B C
S2; 2,0% 3,0% 4,0%
S2; 2,0% 4,0 % 3,0%
S23 3,0% 2,0% 4,0%
S2, 3,0% 4,0 % 20%
S2s5 4,0 % 2,0% 3,0%
S2 4,0 % 3,0% 20%

3° Teste — Solucgdes de sacarose, com concentracdes de 2 %, 2,5 % e 3%.

Combinacdo referente as concentragdes utilizadas no primeiro teste.

Amostras A B C
S31 2,0% 2,5% 3,0%
S3, 2,0% 3,0% 25%
S33 25% 2,0% 3,0%
S34 2,5% 3,0% 2,0%
S3s 3,0% 2,0% 25%
S3s 3.0% 2,5% 2,0%
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O critério para a selecdo era de o candidato ter um indice de acerto 0 mais proximo
possivel de 100%.

3.2.6.2. Anadlise sensorial pelo M étodo de Compar acéo Par eada.

Nesse teste foi utilizado o Método de Comparacéo Pareada (CHAVES, 1980). Este
teste baseiase no principio de que a preferéncia de certa amostras sobre outra é
manifestada quando duas amostra sdo comparadas diretamente. Sdo sempre comparadas
duas amostras de cada vez.

Pelo Método de Comparacdo Pareada, pelo procedimento geral, apresenta-se aos
provadores primeiro a amostra de referéncia (padréo), que é imediatamente seguida pela
amostra desconhecida. Solicita-se do provador uma andlise da amostra.

A probabilidade do provador, em cada comparagéo, fazer uma escolha correta ou
incorreta, é de %2 ou 50%. A significancia dos resultados pode assim ser determinada pela
soma das comparacOes feitas e pelo nimero total de identificagdes corretas.

Cada provador recebeu fichas conforme o modelo a seguir (Figura 16), onde

transcreveram as preferéncias e comentarios.

TESTE DE COMPARACAO PAREADA

Nome: Data: / /

Vocé ird receber uma amostra padrdo marcada com um “P’ e outra amostra.
Compare a amostra com o padréo e indique se € melhor, igual ou pior em relagdo ao
sabor. E se quiser fagca comentérios quanto ao odor, cor e outros.

A Mdhor Algua A Pior

Comentéarios:

Figura 16. Ficha utilizada na andlise sensorial do extrato de Stévia (Teste de Comparacdo
Pareada).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo das zedlitas
4.1.1. Deter minacao da razao silicio/aluminio
As zedlitas utilizadas foram: NaA em pd e NaX em po e gréo; ambas do tipo Baylith
da Bayer do Brasil SA., o tamanho das particulas. 1,0-4,0 mm, quando na forma de gréos.
Pela Espectrofotometria de Absor¢éo Atdmica foi determinada a composicdo quimica
média por peso das zedlitas. Para as andlises foi utilizado equipamento Varian Spectra AA-10

Plus. Os resultados estdo na Tabela 4:

Tabela 4. Composicéo das zedlitas NaX e NaA.

Zedlita % A|203 %SiOz % Na,O Razao Si/Al
NaA 35,9 43,3 20,8 1,02
NaX 30,3 52,6 17,1 1,47

4.1.2. Area superficial especifica das zedlitas

As medidas de érea superficia especifica total foram feitas utilizando o aparelho
CG200, cujo funcionamento baseia-se no método B.E.T.

Foram feitas medidas antes e depois da troca, com o ion de calcio e bario. Nas zedlitas
granuladas, como 0s gréos apresentavam-se em diversos tamanhos (1-4 mm), optou-se por
uma amostragem manual, onde foi selecionado o menor e 0 maior gréo para a medida da area
superficial especifica.

Os resultados estéo nas Tabelas 5 e 6, onde € possivel notar que apds a troca ibnica
com o bario houve uma diminuicdo area superficia da zedlita, enquanto que na troca ibnica
com cécio houve um aumento significativo na area superficial das zedlitas. I1sso ja era

esperado, umavez que o ion calcio provoca um alargamento nos poros da zedlita
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Tabela 5. Area superficial especifica da zedlita NaX e BaX.

Zedlita Area superficial especifica (nf/g)
NaX 388,0
BaX 327,0

Tabela 6. Area superficial especifica das zedlitas NaX e CaX.

Zedlita Area superficial especifica (nf/g)
Naxy 388,0

NaXx 390,0

Cax, 862,0

CaXs 864,0

Os subscrito, significam:

1 — gréo de menor diametro 2 - gréo de maior didmetro

E possivel ver pela Tabela 6, que o tamanho do grdo ndo afeta a area superficial
especifica, tanto da zedlita na forma sddica quanto da zedlita modificada.

Apesar de o fabricante da zedlita afirmar que ndo existe nenhum material ligante na
zedlita granulada, existe a possibilidade das medidas de area superficia especifica terem sido
afetadas por impurezas ou possiveis ligantes, que seriam lixiviados durante o processo de
troca, aumentando de maneira significativa a area superficia especifica nas amostras
granuladas.

4.2.Teste de afinidade com os glicosideos da Stevia rebaudiana Bertoni.

A idéia da utilizacdo de zedlitas no processo com Stévia surgiu do conhecimento da
utilizacdo de zedlita na separacdo de outros glicosideos (glicose, frutose) com sucesso.
Acreditava-se que a zedlita teria afinidade com os glicosideos da Stévia, ou com pelo menos
um deles especificamente. Poderia também ocorrer que 0S compostos responsavels pela
coloracdo tivessem preferéncia na adsor¢do e assim, poder-se-ia separar os glicosideos da cor
indesgjada.
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Ha trabalhos publicados (KODAKA, 1977) na qual zedlita foi aplicada em processos
com Stévia, sem explicar no entanto como se da o tratamento. A principa dificuldade
encontrada foi a falta de referéncias sobre o assunto, tornando a pesguisa praticamente inédita.

Primeiramente foi feito um teste para verificar a afinidade das zedlitas por glicosideos
da Stévia. Como esteviosideo e rebaudiosideo A estdo em maior quantidade na folha de Stévia
(esteviosideo 5-10 %, rebaudiosideo A 2-4 %), eles foram utilizados nos testes iniciais. Foram
utilizadas soluces puras desses glicosideos (fornecidos pela Steviafarma). Foi feita uma
suspensdo com solucdo desses glicosideos puros e zedlita, onde essa solucdo entrou em
contato direto com as zedlitas NaX, NaA, CaA, BaA, CaX, BaX.

A primeira andlise utilizada para determinar a influéncia do contato da solucéo de
glicosideos puros com a zedlita foi a de identificacdo de aglicares por cromatografia em papel.
Os primeiros resultados ndo mostraram qualquer alteracdo devido ao contato. Por ser a
primeira vez que esse método de andlise era usado, acreditou-se que poderia ter havido algum
problema durante a andlise. Foram variados entdo alguns parametros da analise, tais como:
concentragcdo e quantidade das amostras aplicadas no papel, quantidade de solvente na cuba,
tempo de contato do papel com o solvente e tempo de revelacdo. Mesmo com variagoes,
aandlise ndo indicou qualquer alteracdo na solucdo desses glicosideos ap0s o contato.

Para garantirmos gque o problema ndo era com a andlise, optamos por outra analise, a
andise do fenol sulfarico para carboidratos totais (CHT), andlise essa que mostrou que nao
houve qualquer alteracéo no extrato devido ao contato com a zedlita, ou sgja, 0 CHT antes do
contato era igual apods o contato, 0 que significa que o contelido de glicosideos na solucéo
final era 0 mesmo que na solucdo inicial. Portanto, ndo se verificou a afinidade das zedlitas

pelos glicosideos da Stévia.

4.3. Teste com zedlitas modificadas em contato com extrato aquoso de Stevia rebaudina

Bertoni

Uma vez que os resultados com os glicosideos puros ndo foram satisfatorios, optou-se
por testar 0 extrato aquoso de Stévia.

As zedlitas modificadas foram colocadas em contato com o extrato aquoso de Stévia e
foram feitos testes em batelada, a temperatura ambiente e com tempo de contato de 24 horas.

Passado esse tempo de contato a solucéo foi filtrada.
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As zedlitas CaA e BaA ndo ateraram nenhuma caracteristica do extrato aquoso; mas
as zeblitas CaX e BaX clarificaram o extrato aquoso, ficando estas carregadas de pigmentos.
E possivel notar, pela Tabela 7, que a variagio no CHT ndo é significativa, isto é muito
importante, pois demonstra que os glicosideos extraidos inicialmente da folha de Stévia ndo
sofreram alteragdes devido ao contato com a zedlita. A variacdo no Brix € devida a retirada
das substancias responsaveis pela cor, resultando na diminui¢do da densidade do extrato. Com
esse teste foram descartadas as zedlitas CaA, BaA e BaX; restando somente a zedlita CaX,

gue produziu resultados positivos, com a qual foram feitos outros testes.

Tabela 7. Resultado do contato zedlita/extrato aquoso de Stévia, testes em batelada, a

temperatura ambiente com tempo de contato de 24 horas.

Amostra Padr&o CaX BaX
% Brix 4,2 31 3,8
CHT (g/100 mL) 1,602 1,519 1,474
% reducéo Brix - 26,2 9,5
% reducdo CHT - 5,2 8,0
OBS. - N&o alterou as Tornou o sabor do
caracteristicas do extrato |extrato salino.

Como é possivel observar pela Tabela 7, a zedlita Cax réo alterou significativamente
o CHT e néo alterou sabor do extrato, enquanto que a zedlita BaX tornou o sabor do extrato
salino. Essa alteragdo provocada pela zedlita BaX, possivelmente se deve ao fato de a zedlita

ter liberado ions de bario quando colocada em contato com o extrato de Stévia.

4.4. Analise da eficiéncia da troca ionica

Com o primeiro teste foi possivel notar que o processo de separacéo da zedlitaem poé é
dificil, por esse motivo foi feita troca ibnica com a zedlita NaX na forma de gréos. E na
tentativa de obter a mesma percentagem de troca iGnica obtida na zedlita em po, foram
necessarias trés trocas iénicas consecutivas na zedlita em forma de gréos.

Notou-se que 0 gjuste do pH deve ser feito muito lentamente, pois uma concentragcéo

alta de &cido em solucéo faz com que os graos se desfacam.
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A eficiénciadatrocaidnica (SILVA, 1998) é calculada pela percentagem de cétions de
sodio trocado (PST), que é dada pela Equacéo (5):

PST = (concentragdo inicial sddio — concentracdo final sddio) X 100
concentracdo inicia de sddio (5)

Tabela 8. Percentagem de Troca I6nica, zedlita BaX em po.

Zedlita PST
Bax (po) 83,6 %

A Tabela 8 mostra a eficiéncia de troca ibnica na zedlita BaX na forma de po, que é

aproximadamente semel hante a obtida com a zedlita CaX.

Tabela 9. Percentagem de troca idnica, zedlita CaX granulada e em pé.

Zedlita PST
CaX (po) 86,4 %
CaX(gréos) 84,0 %

Pelo resultado mostrado na Tabela 9, é interessante notar que a troca idnica mostra a
mesma eficiéncia tanto na zedlita na forma de p6é quanto na forma de gréos, sendo as trocas
ionicas sucessivas suficientes para se alcancar 0 mesmo patamar de troca. Os resultados sdo
mostrados na Tabela 10:

Tabela 10. Percentagem de troca iGnica nas etapas da troca consecutiva, zedlita CaX gréos.

Troca PST
Primeira 18,2 %
Segunda 77,0 %
Terceira 84,0 %
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Durante atroca idnica a zedlita vai se tornando écida, sendo que naterceira troca néo é
necess&ria a correcdo do pH. Ocorreu uma variagdo do pH de 12 a 6 entre a primeira e a
Ultimatroca. O fabricante da zedlita afirma que ndo existe nenhum materia ligante na zedlita
granulada, contudo existe a possibilidade desse tipo de material estar presente e influenciar no
pH da zedlita

No final da troca idnica uma parte das zedlitas granuladas tornou-se po, devido a
agitacéo e ao gjuste de pH, restando aproximadamente 60 % de massa de zedlita na forma

granulada no final das trés trocas idnicas consecutivas.

4.5. Efeito da variacdo da massa de zedlita

Foram feitos testes batelada com amostras de zedlitas CaX, com a massa de zedlita
variando de 10 a 60 % em solucdo de extrato aquoso de Stévia, com CHT inicial de 1,593
g/100mL.

As amostras foram colocadas em banho termostético, com agitacdo a 303 K por 1hora
A variacdo da % clarificacdo foi observada a 420 nm e 670 nm, os resultados sdo

apresentados na Figura 17.

90 -~

80 | ] |

cacao
S
I
|
|

% Clarifi

s &8 8
[

10 20 30 40 50 60
% Massica de zedlita

@420 nm O 670 nm

Figura 17. Clarificacdo variando a massa de zedlita (teste batelada), com agitacéo a 303 K

por lhora
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Pela Figura 17 é possivel notar que a massa de 40% de zedlita CaX em solucéo € a
massa ideal para o processo de clarificagdo do extrato aquoso de Stévia, pois a partir desse
valor o acréscimo na percentagem de clarificacdo ndo compensa 0 aumento da quantidade
relativa de zedlita.

E possivel observar pela Figura 17, que até 30% de zedlita em solucdo, a zedlita tém
maior efeito sobre a concentragdo dos pigmentos com absorbancia maxima a 670 nm, de 40%
a 60% nota-se que ocorre uma inversao.

Foi avaliado também a influéncia da agitagdo no processo de clarificacdo, na Tabela
11, estd apresentada a porcentagem de clarificacdo obtida com 40% de zedlita CaX em
solugdo, com agitacdo e tempo de 1 hora e sem agitagdo com tempo de 24 horas. A agitacdo

foi realizada em agitador magnético (coloque a marca e o nimero no botéo de agitacéo)

Tabela 11. Influéncia da agitagdo, no processo de clarificagéo .

Amostra Tempo % Clar.1 =420nm | % Clar.| =670 nm
Com agitacéo 1 hora 77,9 75,0
Sem agitacao 24 horas 74,9 64,7

Observa-se pela Tabela 11, que o processo com agitacdo produz uma clarificacéo

melhor com menor tempo.

4.6. Efeito do tamanho das particulas de zedlita na por centagem de clarificacéo

Foi colocada em contato a zedlita CaX com o extrato agquoso de folha de Stévia,
formando uma suspensdo a 40% de zedlita CaX. O tempo de contato foi 24 horas, a
temperatura e pressao ambiente.

Pela Tabela 12, observa-se que a clarificagdo obtida com a zedlita CaX granulada é
semelhante a obtida com a zedlita CaX em p0. Dessa forma torna-se interessante trabalhar
com a zedlita CaX granulada, visto que a separacao, desta do sistema € mais facil.

E possivel notar pela Tabela 12, que tanto a zedlita em po quanto a granulada, nessa
concentracdo (40% de zedlita em solucdo) tiveram maior efeito sobre a concentracéo dos

pigmentos com absorbancia méxima a 420 nm.
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Tabela 12. Teste com zedlita CaX granulada e em pd, tempo de contato de 24 horas, a

temperatura e presséo ambiente.

Amostra Extrato Padréo | Extrato +CaX pd |[Extrato+ CaX gréo

pH 5,60 5,80 5,80
Brix (%) 40 3,0 3,2

CHT (g/ 100 mL) 1,580 1,497 1,502
% red. Brix - 25,0 20,0
% red. CHT - 5,25 4,94
%Clar. | =420nm - 81,3 80,8
%Clar.| = 670nm - 70,2 69,8

4.7. Teste com zedlita CaX granulada com variacdo de temperatura

Foram feitos teste variando-se a temperatura de 303 K & 343 K (de dez em dez graus),
a pressdo ambiente, com agitagdo em banho termostético e tempo de contato de 1 hora em
cada temperatura.

Pela Tabela 13 é possivel notar que o aumento da temperatura ndo favorece 0 processo
de clarificagdo do extrato aguoso de Stévia, sendo portanto a temperatura 6tima de trabalho a

ambiente.

Tabela 13. Variagdo da temperatura de operagdo, a pressdo ambiente, com agitacéo em banho

termostéti co.
T (K) % Clar. % Clar.
| =420 nm | =670 nm
303 83,6 71,5
313 81,3 70,7
323 79,5 69,6
333 78,9 68,5
343 78,3 68,1




Resultados e Discussdo 62

4.8. Efeito do tempo de contato

Com o objetivo de se verificar a influéncia do tempo de contato, foram realizados
testes com intervalos de minutos, com zedlita CaX granulada em banho termostéatico com
agitacao.

Neste teste a temperatura e percentagem de zedlita foram mantidas constantes, sendo
variado apenas o tempo de contato. E possivel notar pela Figura 18 que o tempo de processo
necessario para se atingir o equilibrio € de 90 minutos a 670 nm e de 120 minutos a 420 nm.

O que facilita a operacao, viabilizando o processo.

85_ _—‘-‘ ----- A
80_ —‘—

75 A

cagéo
’
°

70

65 r

% Clarifi

55

50 1 1 1 1 1 1 1 J

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (min.)

= A= 9%Clar. 420 nm —— % Clar. 670 nm

Figura 18 Tempo de clarificagcdo (teste batelada), teste em banho termostético com agitacdo.
4.9. Regeneracdo das zedlitas
Para se alcancar esse objetivo a meta foi a limpeza visual dos gréos de zedlita , que

apos a clarificagdo do extrato apresentam-se esverdeada. Foi utilizada nesse teste a zedlita

CaX granulada, que teve anteriormente um primeiro contato com extrato de Stévia, com
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tempo de contato de 90 minutos, temperatura ambiente e sob agitacdo, e obteve a
percentagem de clarificacdo aproximadamente igual a citada no teste anterior.

A idéia inicial foi a lavagem com agua deionizada e ap0Os diversos experimentos
conclui-se que a zedlita pode ser reutilizada, mas para a reutilizagdo é necessario que, uma
vez usada, a zedlita sga lavada com agua quente, retirando assim a maior quantidade possivel
dos pigmentos que ficaram retidos no primeiro contato da zedlita com o extrato aguoso de
folhas de Stévia. Depois de lavada, a zedlita é entdo seca a 393 K por 24 horas, depois de seca
e resfriada esta pronta para ser reutilizada. Mesmo assim a zedlita ndo é totamente
regenerada, pois mantém coloracdo residual. Ha residuos que, no entanto, pouco influem na
sua reutilizacéo.

Foram feitos testes com a zedlita lavada, em um Unico ciclo, nas mesmas condi¢cdes
dos testes anteriores, onde foi analisada sua capacidade de clarificagdo e os resultados, em
média, estdo na Tabela 14. Nota-se uma ligeira reducéo na capacidade de clarificagcdo do

extrato.

Tabela 14. Resultado do teste de reutilizago da zedlita CaX, Unico ciclo.

% Clar.| =420 nm % Clar.| =670 nm
70,0 65,0

4.10. Processo continuo de clarificacao.

Apbs serem obtidos os resultados com testes feitos em batelada, foi montado um
maodulo, com leito fixo de zedlita CaX; onde foi passado o extrato aquoso de Stévia em fluxo
ascendente, sendo a vaz&o controlada para que o tempo de contato fosse o suficiente. A massa
de zedlita utilizada foi de 40% em relagéo ao extrato aquoso de Stévia.

O mabdulo montado para 0 processo continuo de clarificacdo estéd esquematizado na
Figura 19. Foram colhidas amostras do extrato clarificado em intervalos de tempo que
variaram de acordo com o tempo total do teste.
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Figura 19. MAdulo experimental utilizado no processo continuo.

Foram obtidos resultados para diferentes vazfes, que estdo representados nas figuras
20,21 e 22.
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Figura 20. Processo continuo de clarificagcdo, a pressdo e temperatura ambiente, vazéo = 1,0
mL/min, t =2 h 30 min.
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Figura 21. Processo continuo de clarificagéo, a pressdo e temperatura ambiente vazéo = 1,25
mL/min, t =11 h.

Foi possivel notar que no processo em batelada, a zedlita teve maior efeito sobre a
concentracdo dos pigmentos com absorbancia maxima a 420 nm e no processo continuo
houve uma inversdo sobre o efeito exercido pela zedlita sobre os pigmentos, ou sgja, no
processo continuo a zedlita teve maior efeito sobre a concentracdo dos pigmentos com
absorbancia maxima a 670 nm. Isso provavelmente deve-se a maior facilidade de adsorséo de
pigmentos com maximo de absorbancia na regido de 670nm, e pelo fato do processo ser
continuo €ele é facilitado. Ja os pigmentos que absorvem na regido de 420nm devem possuir
uma adsor¢do mais lenta, porém mais eficiente.

O processo continuo de clarificac@o proporcionou resultados semelhantes aos obtidos
com os testes em batelada, demostrando ser um processo vidvel. E possivel notar pelos
gréficos que com vazdo menor pode-se obter nas primeiras 2 horas uma percentagem de
clarificacdo alta, que depois desse tempo decresce lentamente. Por outro lado, com uma vazéo
maior, a clarificagdo torna-se aproximadamente constante num intervalo de tempo
consideravelmente grande, tendo assm uma percentagem de clarificacdo aproximadamente

igua durante todo 0 processo.
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Como pode ser observado na Figura 21, apos cerca de 1 hora de corrida a porcentagem
de clarificagdo tem uma queda, atingindo um patamar em torno de 57%, permanecendo neste
patamar até o fim do teste. Dessa forma, percebeu-se estar longe da saturacéo da zedlita.

A partir disto, nova carga de extrato foi preparado para 24 horas de teste. O resultado
esta representado na Figura 22.

% Clarificac&
= N w N al
o o o O o
T T T T T

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (hora)

---A -- %Clar. 420 nm —@— % Clar. 670 nm

Figura 22. Processo continuo de clarificacdo, a pressdo e temperatura ambiente vazéo = 1,0
mL/min, t =20 h.

Para um tempo maior de processo, foi possivel notar que os resultados obtidos
anteriormente se repetiram.

E possivel ver pela Figura 22 que nas primeiras 2 horas foi possivel obter uma
percentagem de clarificacdo alta. Depois desse tempo, esta decresce lentamente. No periodo
entre 2 a 10 horas a clarificac8o torna-se aproximadamente constante, e depois decresce.

Devido a0 fato desses teste continuos serem feitos com extrato bruto de Stévia, sem

adicdo de nenhum conservante, apds 20 horas 0 extrato comegar a ter suas caracteristicas
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ateradas, tais como odor e aspecto do extrato. Dessa forma, impossibilita um maior tempo de
teste. Por outro lado a queda acentuada na percentagem mostra que a zedlita esta praticamente

saturada em aproximadamente 13 horas de processo, nestas condicdes de operacao.

4.11. Resultado da andlise sensorial

4.11.1. Selecao dos provadores

Foram utilizados 12 funcionarios da empresa Steviafarma, que demonstraram interesse
em participar da selecéo de provadores, sendo denominados de P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8,
P9, P10, P11, P12.

1° Teste — Solugbes de sacarose com concentragoes de 2 %, 4 % e 6%.
O indice de acerto foi 100%, observou-se que as diferencas nas concentracdes eram
muito grandes, facilitando a distingdo. Para que a escolha dos provadores fosse mais

criteriosa, optou-se por fazer testes com concentragdes mais proximas e mais diluidas.

2° Teste — Solucdes de sacarose com concentracdes de 2 %, 3 % e 4%.
Foram utilizados os mesmos 12 funciondrios do teste anterior.

Aindaassim o indice de acerto foi ato (93%).

3° Teste — Solucdes de sacarose com concentrages de 2 %, 2,5 % e 3%.
Resolveu-se dificultar ainda mais a selecdo, diminuindo-se as concentragbes e o

interval o entre essas concentracoes.

Utilizando os mesmos 12 funcion&rios dos testes anteriores, notou-se que surgiu
alguma dificuldade na avaliagdo das amostras, ndo sendo de 100% o indice de acerto (90%).

Sendo assim, foram fixadas as concentragdes de solugdes de sacarose em 2,0%, 2,5%
e 3,0%. Para a selecéo de provadores, utilizou-se 0 método da Amplitude (CHAVES, 1980).

Foram feitos novamente testes com essas concentragdes, cada candidato a provador

testou 12 amostras, ao acaso. Os dados da andlise sdo mostrados na Tabela 15.
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Tabela 15. Tabela de resultados da selecdo de provadores.
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Soma - soma das quatro repeticdes do lote.

Desvio - soma das diferengas entre a nota dada e a nota que deveria ser dada.
Amplitude - diferencas entre a maior e a menor nota dada dentro das repeticoes.
Amplitude da Soma (AS) - diferencas entre amaior e a menor soma.

Soma das Amplitudes (SA) — soma simples das amplitudes de cada candidato.
Soma dos Desvios (SD) - soma simples dos desvios de cada candidato.

R —razdo entre a amplitude da soma e a soma das amplitudes (AS/SA)

Os candidatos foram escolhidos de acordo com a analise dos resultados dos testes,
com auxilio da“TABELA 3" de acordo com CHAVES (1980) pagina 58, tabela esta que
encontra-se em anexo, ANEXO 1. Foram escolhidos os candidatos que apresentaram
desvio minimo (SD) e arazdo (AS/SA) superior a 1,74.

P1L -SD=2 R=(AS)/(SA)=3,5 Aprovado, R.>1,74, SD baixo.

P2 -SD=2 R=(AS)/(SA)=3,0 Aprovado, R>1,74, SD baixo.

P3 -SD=4 R=(AS/(SA)=3,0 Reprovado, apesar de R >1,74 o SD dlto.

P4 -SD=0 R=(AS)/(SA) =¥ Aprovado sem erros.

P5 -SD=0 R=(AS)/(SA) =¥ Aprovado sem erros.

P6 - SD=0 R=(A9)/(SA) =¥ Aprovado sem erros.

P7 -SD=8 R=(AS)/(SA)=0,8 Reprovado, R<1,74, SD alto.
P8 -SD=2 R=(AS)/(SA)=3,5 Aprovado, R.>1,74, SD baixo.
P9 -SD=6 R=(AS)/(SA)=0,8 Reprovado, R<1,74, SD dto.

P10 - SD=4 R=(AS)/(SA) =1,25 Reprovado, R<1,74, SD alto.
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P11 - SD=6 R=(AS)/(SA)=0,8 Reprovado, R<1,74, SD alto.

P12 - SD=2 R=(AS)/(SA)=35 Aprovado, R.>1,74, SD baixo.

De acordo com os resultados obtidos os candidatos foram classificados em trés
grupos:

Grupo 1: P4, PS5, P6

Grupo 2: P1, P2, P3, P§, P12

Grupo 3: P7, P9, P10, P11

Os candidatos do grupo 1, tiveram 100% de acerto, demonstrando uma grande
habilidade em distinguir todas as amostras apresentadas.

Os candidatos do grupo 2 apresentaram certa habilidade para distinguir as amostras
apresentadas, uma vez que obtiveram vaores de R superior a 1,74. A habilidade do
candidato em manter determinada nota € mostrada pela SD, por isso uma andlise mais
detalhada se faz necesséria para a selecéo dos provadores.

Os candidatos P1, P8, P12 conseguiram acertar nas solugdes mais diluidas e
fizeram apenas uma troca nas solugdes mais concentradas.

O candidato P2 conseguiu acertar nas solugdes mais concentradas, fez apenas uma
troca na solugdo mais diluida.

O candidato P3 conseguiu acertar somente nas solugdes mais concentradas, isso
demonstrou deficiéncia em identificar amostra mais diluidas.

Os candidatos do grupo 3 foram automaticamente excluidos do painel, uma vez que
ndo conseguiram alcancar o valor minimo de R.

Com isso, os candidatos para compor o painel de andise sensoria foram
selecionados e sdo: P1, P2, P4, P5, P6, P8, P12.

4.11.2. Andlise sensorial do extrato de Stévia tratado com zedlita

Foram utilizados 7 funcionérios da empresa Steviafarma, que foram selecionados
pelo teste anterior. Foi preparado um extrato de folhas de Stévia 2% (p/p). Outro extrato na
mesma proporcdo de 2% (p/p) foi preparado e depois colocado em contato com a zedlita
Cax.
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Utilizando o Método de Comparagdo, os 7 candidatos selecionados foram
colocados para analisar comparativamente o extrato bruto de Stévia e o extrato de Stévia
tratado com zedlita CaX. Esse mesmo teste foi repetido duas vezes. Os anadlistas foram

estimulados a escolher a amostra com melhor sabor. Os resultados estdo na Tabela 16:

A- Extrato bruto de Stévia B- Extrato de Stévia tratado com zedlita CaX

Tabela 16. Tabela de resultado da andlise sensoria do extrato de Stévia

Amostras

XXX XXX XXX XXX | X | 3

Os candidatos selecionados (P1, P2, P4, P5, P6, P8, P12) em todas as andlises que
fizeram escolheram o extrato de Stévia tratado com zedlita CaX que apresenta melhores
caracteristicas de sabor. Portanto, a amostra B foi selecionada como melhor quea A, em 14
das 14 vezes.

A “TABELA 1’ de acordo com CHAVES (1980), pagina 56, ANEXO 2, mostra
gue 11 € o nimero minimo para se considerar a diferenca estatisticamente significativa, ao
nivel de 0,1% de probabilidade. Pode-se concluir que o contato da zedlita CaX com o
extrato aquoso de Stévia melhora o sabor desse extrato.

A obtencdo do extrato aquoso de Stévia clarificado através de um Unico processo
ndo agressivo € de extrema importancia, pois atuamente para clarificagdo de extrato sdo
utilizados mais de um processo associado.

O extrato clarificado com zedlitas pode ser diretamente utilizado de acordo com o

produto desejado.
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CONCLUSOES

As zedlitas modificadas CaX e BaX promoveram a clarificacdo do extrato aquoso
de Stévia, sendo que zedlita modificada CaX ndo aterou as caracteristicas iniciais do
extrato. No entanto a zedlita BaX tornou o sabor do extrato salino, sendo assim descartada
dos testes.

A zedlita na forma granulada teve 0 mesmo desempenho que a zedlita em po.
Entretanto, é preferivel trabalhar com a zedlita granulada, para facilitar a remocéo da
zedlita apos a clarificagao.

Devido aos efeitos difusivos, para que a zedlita granulada pudesse obter a mesma
percentagem de troca idnica foram necessarias trés trocas consecutivas

Houve um aumento da area superficial especifica da zedlita apds a troca, 0 que ja
era esperado pois o ion calcio provoca um alargamento nos poros, No entanto como esse
aumento é acentuado, provavelmente houve lixiviagcdo de provaveis ligantes da zedlitas
aglomerada.

Nos testes com variagdo de massa de zedlita, foi possivel notar que 40% de zedlita
em solucdo € amassa ideal para o processo de clarificacéo.

Através de experimentos, notou-se que a temperatura Otima de processo é a
temperatura ambiente, pois um aumento na temperatura ndo favorece 0 processo.

Notou-se também que a agitacdo é fundamental pois diminui o tempo de processo.
A despigmentacdo obtida em 24 horas sem agitacdo pode ser obtida entre 1 horaa lhorae
30 minutos com agitacao.

Verificou-se que a zedlita pode ser reutilizada, sendo somente necessério a lavagem
da mesma com égua quente, para remoc¢ao de pigmentos adsorvidos na superficie zeolitica.

O processo continuo de clarificagdo proporciona resultados equivalente aos obtidos
com os testes em batelada, podendo entéo ser aplicado. Dessa maneira, torna-se 0 processo
de clarificacéo mais préatico e econémico.

Num teste de 11 horas de processo, na primeira hora a percentagem de clarificagdo
sofreu uma queda acentuada, permanecendo num patamar de aproximadamente 57% até o
final do processo.

Num teste de 20 horas de processo, apOs 13 horas a zedlita encontrava-se
praticamente saturada, ndo sendo possivel continuar o teste por mais tempo pois o extrato,

apos 20 horas, comecou ater suas caracteristicas alteradas.
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Através de uma analise sensorial conclui-se que a zedlita CaX, aém de clarificar,
também melhora o sabor do extrato.

O presente trabalho significou um avango no tratamento do extrato de Stévia,. E um
trabalho pioneiro, visto que as patentes que citam o uso de zedlita no processo com Stévia,
nado especificam o tipo de zedlita, bem como as condicbes de processo.

Isso faz com que apesar de sintético e exploratério o trabalho sga de extrema
importancia, uma vez que apresenta uma alternativa de tratamento do extrato de Stévia,
simples e de baixo custo, além de ndo ser agressivo a salide e ao meio ambiente, pois 0s
processos convencionais conhecidos, ndo apresentam essas vantagens juntas em um sO

[Processo.
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Apéndice l

Equacéo CHT

Para determinacdo dos principios adocantes da folha de Stévia, utiliza-se o Método
Fenol- Sulfurico para carboidratos totais e a correlacéo que existe entre carboidratos totais
e glicosideos dafolha de Stévia (ALVAREZ et al., 1986).

A eguacdo utilizada para classificar as folhas de Stévia, bem como para
acompanhar o processo industrial, é seguinte equacao:

CHT (g/1200 mL ) = 2A'

4,5045

P

onde:
CHT - teor carboidratos totais em g/ 100 mL de solugéo
Aa- absorbancia amostra

Ap - absorbancia padréo

O fator 4,5045 da equagéo CHT, vém das seguintes consideragoes:
- primeiro levamos em consideracdo o fator de diluic&o das amostras
- segundo o0 método tomamos 10 ni e diluimos em 10 mL

Se calcularmos o fator de diluicdo chegaremos ao fator 1001

Cdalculo:
0,010 mL + 10 mL = 10,01 mL
Fator de diluicdo = 10,01/0,01 = 1001

A formula de célculo é:
CHT = (Abs. Amostra/ abs. Padréo) x Conc.solucéo padréo (glicose) x 1001
CHT = (Abs. Amostra/ abs. Padréo) x 4,5 mg/100 mL x 1001

Transformar 4,5 mg/ 100 mL em g/ mL devemos dividir por 1000, logo o fator fica:
4,5mg x (1g/ 1000mg) x 1001 = 4,5045 g



