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RESUMO

Neste trabalho foi investigada a utilizacdo dos processos de separacdo com
membranas, ultrafiltracéo (UF) e diafiltracdo (DF), para a purificagdo e concentracdo do
extrato das folhas da Stevia rebaudiana Bertoni. Os testes foram efetuadas, a temperatura
ambiente, num modulo de filtracéo tangencial (“cross-flow”).

Foram testadas trés diferentes pontos de corte de membrana: 10.000 Daltons
(acetato de celulose), 30.000 Daltons (polissulfona) e 100.000 Daltons (polissulfona). Para
as membranas de pontos de corte 10.000 e 30.000 Daltons testou-se as pressoes de entrada
de 8, 10 e 12 Ps e para a membrana de ponto de corte 100.000 Daltons foi testada a
pressdo de entrada de 8 Psi.

Foram avaliados o0s seguintes parametros. fluxo permeado, teor de pureza,
percentagem de retirada de cor e de turbidez, do extrato cru e dos permeados/retentados.

Os vaoresiniciais de fluxo permeado foram proporcionais a abertura da membrana,
sendo que a membrana de 10.000 Daltons foi a que apresentou um comportamento mais
estével de fluxo permeado ao longo do tempo de filtragéo.
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De um modo geral, os melhores resultados de pureza e retirada efetiva de turbidez
foram obtidos com a membrana de 30.000 Ddltons a 10 Ps, enquanto que a melhor
remocao de cor foi obtida com a membrana de 10.000 Daltons a8 Psi.

A didfiltragdo foi realizada com a membrana 30.000 Daltons, a 10 Psi, e fez com
gue os valores de pureza em torno de 34% (UF) se elevassem para valores proximos a 55%

(DF).
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ABSTRACT

In this work it was investigated the use of membrane separation processes,
ultrafiltration (UF) and diafiltration (DF), to purify and concentrate extract of Stevia
Rebaudiana Bertoni leaves. Experiments were carried out in a cross-flow filtration

equipment under ambient temperature.

It was used three different membrane cut-offs. 10,000 Daltons (cellulose acetate),
30,000 Daltons (polysulphone) and 100,000 Daltons (polysulphone). The first and the
second membranes were tested under 8, 10 and 12 Psi inlet pressure and that of 100,000
Daltons was tested under 8 Psi inlet pressure.

The following parameters were evaluated: permeate flux, purity and percentage of

colour and turbidity removals of crude extract, permeate and retentate.

Initial values of permeate flux were proportional to the membrane aperture (cut-off).
The 10,000 Daltons cut-off membrane presented a more stable flux along the filtration time

than the two other membranes.



The best results of purity and effective turbidity removals were obtained with the
membrane of 30.000 Daltons under 10 Psi, while best results of colour remova were
obtained with 10,000 Daltons membrane under 8 Psi.

Diafiltration was carried out with the 30,000 Daltons membrane under 10 Psi. This
have made it possible to increase the purity from 34% (in the Ultrafiltration) to values
around 55%.
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1.  INTRODUCAO

As primeiras noticias da estévia para 0 mundo se deu através dos conquistadores da
América do Sul para a Espanha através de relatos em documentos informativos. Tais
documentos davam noticia de que a planta era conhecida dos indigenas desde tempos
remotos e que eles a usavam para adocar bebidas medicamentosas e especialmente para
adocar 0 mate cozido (ALVAREZ, 1984). Somente em 1887 0 Ka&dHé-&, nome indigena
da estévia, 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. Bertoni teve as primeiras noticias através de
ervateiros do Norte e indios de Mondaih, que a conheciam das regibes préoximas da

cordilheirado Amambay que faz fronteira com o Brasil.

No comeco do século, também no Brasil, a estévia teve destague cientifico e
tecnologico. A planta tinha ampla distribuicdo nativa no territorio brasileiro, talvez uma
area maior do que no proprio Paraguai, sendo encontrada nos estados do sul e sudeste:
Minas Gerais, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Dos estudos que partiram da
Universidade Estadual de Maringa, Parand, Sul do Brasil, originou um projeto industrial
financiado pelo Banco do Brasil, e administrado por um consorcio de empresas, hoje
entitulado Steviafarma Industrial S.A., a Gnica empresa produtora do adocante no Brasil.

As folhas de Stevia rebaudiana Bertoni (Compositag), contém uma mistura
complexa de diterpenos labdanos, triterpenos, stigmasterol, taninos, 6leos voléteis e oito
glicosideos diterpenos adocantes (CRAMMER, 1987), sendo estes adocantes ndo
nutritivos, estaveis a luz (SASAKI, 1983), calor e pH (ABE e SONO, 1977). Estes
adocantes sdo 40-250 vezes mais doces que a sacarose. Devido a estas caracteristicas estes
adocantes estdo sendo muito utilizados em bebidas e produtos aimenticios.O consumo de
esteviosideo no Japdo ja € maior que 40% do tota dos adocantes de baixa caloria
consumidos no pais, e o interesse pelo esteviosideo estd aumentando em outras regides do

mundo.

O esteviosideo encontra-se nas folhas da estévia numa proporcdo de 5-10 % do
peso seco e o rebaudiosideo A numa proporcdo de 3-6 % de peso seco nas folhas. Os
outros congtituintes estdo presentes em minimas quantidades, portanto, neste trabalho, a



Introduco 2

guantificacdo dos adocantes do extrato de estévia foi feita somente em relacdo aos dois
maiores constituintes: esteviosideo e rebaudiosideo A.

A extragdo desses adocantes das folhas da estévia € normalmente efetuada com
agua quente (50-70°C),(IGOSHI e KATO, 1976). O extrato cru resultante, entretanto, tem
um sabor residual amargo, “foul-smelling”, e cor marrom escuro, resultado da presenca de
particulas coloidais, pigmentos foliares, polissacaridios sollveis e outras impurezas,
necessitando assim de uma purificagdo subseqiiente para que se apresente comerciamente
aceitavel.

A purificagdo pode ser feita com solventes orgéanicos, sais inorganicos, ions
metdlicos, troca ionica, eletrolise, poligetrdlitos e outros processos onde se consomem
muito tempo e trabalho (ALVAREZ, 1984).

Os processos de purificagdo com membranas, que separam componentes de uma
solugdo baseado nos diferentes pesos moleculares, de ultrafiltracdo e osmose reversa
reduzem, substancialmente, os niveis de impurezas (pigmentos foliares complexos) e os
volumes a serem manipulados, dando, provavelmente, uma economicidade bastante grande
aos processos de purificacdo.

Na literatura, o nimero de informagdes sobre 0 comportamento do extrato de
estévia, processado por tecnologia de membrana, é bastante reduzido, visto que toda a
tecnologia desenvolvida até hoje visa interesse comercial, e consta como patentes,
principalmente japonesas, as quais sdo de dificil obtencdo, além do que pode se dizer que a
tecnologia de membranas € um processo relativamente novo. Sendo assim, este se constitui
num vasto campo a ser pesquisado.

Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo geral estudar a utilizagdo do
processo de ultrafiltracdo para purificacdo e concentragdo do extrato de estévia. Os
principais objetivos foram:

0] Estudar o efeito do ponto de corte da membrana no processo de purificacéo.

(i)  Veificar a influéncia da pressdo transmembrana no desenvolvimento do

Processo.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Adocantes

O gosto doce é uma quaidade de algumas substéncias que a raca humana tem
associado com o sentimento de prazer e € preferido pelas maioria das pessoas. O mel e as
frutas maduras tém sido apreciados, através da histéria, pelas suas propriedades adocantes.
O aclcar tem sido refinado desde quatro séculos antes de Cristo e era considerado como

umafina e raraiguaria

A base da percepcdo do gosto doce reside na habilidade de determinadas moléculas
de interagir com certos receptores localizados nas membranas das células das papilas
gustativas. Esses receptores provavelmente sdo proteinas localizadas nas membranas
daguelas células, que mudam de configuragdo quando em contato com algo doce. Com a
reconfigurag@o da proteina ha um inicio de uma ateracdo da polaridade da membrana que
Se propaga até as enervagdes cerebrais indicando o gosto doce.

O desgjo do homem por substéancias doces € geralmente satisfeito pelas bebidas,
confeitaria e outros alimentos, de um modo geral, adocados com adogantes calGricos ou

néo caloricos.

Os edulcorantes ou adogantes séo produtos capazes de adocar um alimento em
substituicdo ou em adicdo ao acUcar naturalmente presente ou adicionado a este alimento.
Os edulcorantes podem ser classificados em naturais, obtidos sem reacfes quimicas, de
plantas ou animais; e sintéticos, quando obtidos de produtos naturais ou ndo, através de
reacOes quimicas apropriadas. Um bom edulcorante deve ser normamente sollvel em
&gua, ser mais doce gque a sacarose , resistir ao aguecimento (pasteurizacdo, esterilizacdo) e
ter estabilidade nos valores de pH entre 3 e 7.
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2.1.1 Osglicoforos

A caracteristica chave para que uma substancia seja doce, parece ser a estrutura das
moléculas, aproximadamente arranjada no espaco tridimensional, numa ordem tal que é
capaz de sensibilizar quimicamente o sistema receptor do gosto doce.

Estes fatores moleculares comegaram a ser observados ja na segunda década deste
século, quando alguns pesguisadores relacionaram pela primeira vez a estrutura quimica e
0 gosto. Notaram que compostos hidroxilados como o0s aglicares e compostos hitrogenados
como os aminoécidos e nitroanilinas em cujos isdmeros pequenas variagdes estruturais
promovem profundas alteracbes do dulgor. Portanto, contém grupos intramoleculares
capazes de sensbilizar tal sabor. Reconheceu-se também que esses grupos saborosos

ocorrem aos pares nas moléculas.

Partindo dessas observacdes foi dado o nome de “glicéforo” ao grupo de &omos
com a capacidade de ministrar o gosto doce a um composto.

Muitas teorias foram desenvolvidas para explicar a conformacéo atdbmica, mas foi
somente em 1963 que Shallenberger, pesguisador norte americano, iniciou uma hipotese
mais consistente para explicar o dulcor dos agUcares. Ele procurou explicar as pequenas
diferencas na estrutura dos monossacarideos relacionadas ao dulcor, a intensidade do
dulcor varia inversamente com o grau em gue 0s grupos hidroxila glicolicos estdo ligados
intramolecularmente por pontes de hidrogénio. As pontes de hidrogénio internas inibem o
gosto doce. Portanto a estrutura tridimensional dos aclicares € de relevante importancia
neste caso. Grupos glicdlicos cujo angulo projetado € de 60 graus (conformagdo gauche ou
escalonado) transmitem gosto doce, os que tém angulos de zero graus (eclipsado) ou 180
graus (anticlinal) ndo transmitem dulgor (Figura. 2.1.). Isto acontece porque nas
conformagdes eclipsadas as hidroxilas do grupo glicol estdo muito proximas e formam uma
forte ponte de hidrogénio entre s, inibindo ligagdes extramoleculares e, consequentemente,
inibindo o gosto doce. Na conformacdo anticlinal a distancia entre as hidroxilas € muito
grande, fugindo da melhor conformac&o para produzir dulcor. Portanto a estrutura étima
gue configura a unidade doce € a conformacdo gauche ou a conformagdo escalonada.
Destas observagcbes SHALLENBERGER e ACREE (1967), retiraram um modelo
estrutural mais definido para a unidade saborosa dos agucares (glicoforo) . Estabeleceram

eles que o mecanismo primério do glicoforo € feito pela unidade glicol que pode ser vista
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como uma unidade bifuncional, com um sistema de componentes do tipo AH, B, sendo que
AH é um componente doador de prétons e B um aceptor de prétons, podendo formar
pontes de hidrogénio com o possivel sitio receptor do gosto doce localizado nas papilas
gustativas que teria uma unidade bifuncional semelhante, onde haveria uma interagéo
combinada de maneira a formar-se duas pontes de hidrogénio simultaneas, desencadeando
o mecanismo fisioldgico da sensacdo doce. A distancia entre os componentes AH, B, para

um efetivo glicoforo, deve estar ao redor de 3,0 Angstrons.

Gauche Escal onado
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Figura.2.1 - Conformacéo Quimica do Gosto Doce e Nao Doce (ALVAREZ,1984).

2.1.2 Adocantes Naturais

S30 agueles obtidos sem reacBes quimicas de plantas ou animais. Podem ser

caléricos ou ndo.
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2.1.2.1 Adocantes Caloricos (Nutritivos)

Os adocantes considerados caldricos sdo aqueles mais comumente utilizados pelo
homem que, aém de ser bastante doces, sdo ainda nutritivos. Na sua maioria, administram,
guando ingeridos, em torno de 4,0 Kcal/G. Sdo denominados genericamente de “aclicar”,
sendo a sacarose 0 parametro base de comparacdo. A Tabela 2.1 relaciona 0s principais
adocantes cal6ricos e 0s seus poderes adocantes.

Tabela 2.1 - Dulcor Relativo dos Agucares (ALVAREZ, 1984).

Substancia Dulgor
Lactose 0,16
Rafinose 0,22
Galactose 0,32
Ramnose 0,32
Maltose 0,32
Xilose 0,40
Sorhitol 0,54
Manitol 0,57
Acucar de Milho(ED=70 0,73
Glucose (Dextrose) 0,74
Sacarose (de cana ou beterraba) 1,00
Xilitol 1,00
Glicerol 1,08
Acucar Invertido (Glucose + Frutose) 1,30
Etileno Glicol 1,30
Xarope de Milho (ato %Frutose) 1,40

Frutose 1,73
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2.1.2.2 Adogantes Naturais Nao Caléricos

Entende-se por adocante ndo-calérico aquela substancia que quando ingerida, ndo é
metabolizada, portanto ndo administra calorias, ou tem ingestdo t& pequena que o teor
calérico adquirido pelo seu metabolismo pode ser negligenciado. Diversas sdo as
substancias deste tipo. A Tabela 2.2 mostra uma relacdo destes edulcorantes e 0s seus
indices de dulcor relativos a sacarose (Sacarose = 1,0 gust.).

Tabela 2.2 - Edulcorantes Naturais Ndo Caléricos (ALVAREZ, 1984).

Substancia Dulgor
Glicilrrizina (Alcaguz) 50
Esteviosideo 300
Rebaudiosideo A 400
Rebaudiosideo C 400
Filodulcina (Hernandulcina) 700
Talina (Thaumatina) 1600
Monelina 500

O &cido dlicilrrizinico existe nas raizes do alcaguz na forma de sais de célcio e
potassio e em associagcdo com outros componentes. Extratos contendo glicilrrizina séo
utilizados para flavorizar e adocar fumo para cachimbo, gomas de mascar, pilulas
refrescantes bucais e na confeccdo de confeitos. O glicilrrizinato de ambnia é a forma
utilizada comercialmente, e é 50 vezes mais doce do que a sacarose.

Esteviosideo e os rebaudiosideos sdo Glicosidios diterpénicos encontrados nas
folhas da Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni. Uma descricdo detalhada da planta e dos seus

edulcorantes sera feita posteriormente.

Um cha muito doce denominado amacha, é 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 var. Thubergii Makino. O principio edulcorante, a
filodulcina, foi isolada e sua configuragcdo absoluta sobre o centro assimétrico C; foi
determinada pela identificacéo do &cido D-malico proveniente da filodulcina ozonizada.
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INGLETT e MAY (1968), em estudos sistemdticos de substancias naturais
modificadoras do gosto doce descreveram outra planta africana contendo um intenso
dulcor: A milogrosa fruta do Suddo, a Taumatoccocus danielli , também conhecida como
Katenfe. Os adocantes purificados do Katenfe sdo 1600 vezes mais doces do que a
sacarose. A empresa Tate and Lyle na Inglaterra, estd comercializando a Taumatina com o

nome de Talina

INGLETT (1984), relata suas descobertas sobre uma planta tropical, originaria da
Africa, que apresentava um intenso dulgor. A fruta dessa &rvore era chamada pelos nativos
de morango da serenidade, também conhecida como Monelina. A planta foi identificada
como sendo a Dioscoreofilum cummingii Diel (INGLETT e MAY, 1969).

Também se conhece a Odadina, um composto com gosto doce, extraido dos
rizomas de um tipo de samambaia (Polipodium vulgare, L.) e a Miraculina, que possui a
capacidade de modificar 0 gosto doce de substéncias azedas. A Miraculina tem peso
molecular entre 42.000 e 44.000, sendo que apresenta um gosto proprio, ndo doce, na
auséncia de substancias azedas (BROWER et al., 1968).

2.1.3 Adocantes Artificiais ou Sintéticos (N&o Caloricos)

S80 aqueles que ndo podem ser encontrados em organismos Vivos e sao produzidos
por sintese quimica a partir de elementos ligados ou ndo a sistemas vivos. A toxidez dos
edulcorantes, especiamente dos sintéticos esta também relacionada com a presenca de
impurezas provenientes da sua extracdo ou da sua sintese . Atualmente estdo autorizados
em diferentes paises os seguintes edulcorantes sintéticos: a sacarina, 0 ciclamato, e o
aspartame, acessulfame, perilartina e xilitol.

Em 1972, a FDA (Food and Drug Administration — EUA), um Instituto que
regulamenta o uso de alimentos e medicamentos, estabeleceu limites ao uso da sacarina
(1g/dia para uma pessoa de cerca de 13 Kg), citando a evidéncia de que ratos podiam
desenvolver tumores de bexiga, quando alimentados com niveis muito elevados da mesma.
Também na Europa a sacarina tem um limite de 2,5 mg/Kg/dia de consumo.
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O ciclamato também apresenta acdo toxicoldgica, e desde 1970 esta proibido seu
uso nos Estados Unidos. A acdo inicial foi tomada pela mais importante legislagdo dos
Estados Unidos — A chamada “Cléusula Delaney” do ato sobre Alimentos, Drogas e
Cosméticos. Esse ato exige que qualquer aditivo alimenticio que se mostra causador de
cancer no homem ou qualquer animal, em qualquer nivel de uso, ndo pode ser
comercializado para uso geral.

Apesar do ciclamatos e da sacarina terem estado implicados na carcinogenese
animal, ha pouca evidéncia ligando estes agentes com doencgas humanas.

O aspartame € estavel em forma liquida até pH 3, mas é instdvel com variagdes
extremas de pH. Esta instabilidade se manifesta através de uma perda de dulcor durante o
armazenamento. E ndo pode ser usado para cozinhar ou assar, pois temperaturas
prolongadas de cozimento, como as encontradas em frituras e assados, podem causar uma
degradacéo significativa do aspartame em dicetopiperazina com uma perda consequiente do
dulcor. Deve se ter uma preocupacdo com O Seu uso, devido ao seu conteldo de
fenilalanina e de aspartato, porém o FDA aprovou seu uso em 1981, sendo que sua
ingestdo diaria aceitavel (IDA) foi de 40 mg/Kg.

2.2 Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni

Na época da colonizacdo da América do Sul pelos Espanhdis e Portugueses, no
territorio Paraguaio e regides limitrofes do Brasil, Argentina e Bolivia, habitavam com
predominancia os indios nativos Tupi-guaranis. Estes indigenas se dividiam em dezenas de
nagdes ou tribos. Essa populagdo nativa foi avaliada, na época, em cerca de 400.000
individuos. Integrados a floresta e cultivando plantas especiais que utilizavam como
alimentos e remédios. Os indios da América demonstraram o valor de plantas como a
mandioca, a batata-doce, o algoddo, o milho, a baunilha, 0 mate, a borracha, e muitas
outras que hoje sdo universalmente conhecidas e cultivadas. Descobriram e ensinaram
também as propriedades da coca, da vanila, da quina, da salsaparrilha e dezenas de outras
espécies medicinais. Com tudo isto, o vasto estoque do seu conhecimento botanico ainda
apresenta diversas coisas surpreendentes.
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Os Tupi-guaranis utilizavam e utilizam as folhas de uma pequena planta que
denominaram Ka&Hé-&, que em guarani, significa erva doce. Eles a conheciam também
pelos diversos nomes de Caé-jhe-hé, Ca-&yupe (doce), Azucé caa (erva de aglcar) e Eira-
Caa (erva de mel). Esta planta, pelas diversas propriedades extremamente doces de suas

folhas, era utilizada para adocar diversas preparacdes medicinais dos indigenas.

As primeiras noticias do Ka&d-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 Assuncion. Tais
documentos davam noticia de a planta era conhecida dos indigenas desde tempos remotos
e gque eles a usavam para edulcorar bebidas medicamentosas e especialmente para adocar o
mate cozido (SAMANIEGO, 1946).

Somente em 1887 foi que, pela primeira vez, o Kaa-Hé&-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. Bertoni teve as primeiras noticias da planta através de ervateiros do
Norte e indios e Mondaih. Estes Ultimos a conheciam de campos proximos de Mbacevera e
Kaa Guasl, regides proximas da Cordilheira do Amambbay que faz fronteira com o Brasil.
Depois de muitas dificuldades para conseguir uma planta viva, Bertoni conseguiu fazer um
estudo completo e pdde comprovar, entdo, que efetivamente se tratava de uma Eupatoriae
porém do género estévia e como tal ele a publicou em 1905, com minuciosa descricdo em
Latim, denominando-a Sevia rebaudiana e, mais tarde, a Sociedade Boténica, em
homenagem a Bertoni, denominou-a Stevia rebaudiana Bertoni (ALVAREZ, 1984).

No comeco do século, também no Brasil, a estévia teve destague cientifico e
tecnologico. A planta tinha ampla distribuicdo nativa no nosso territorio e ja atraia o
interesse de pesquisadores e agricultores. O texto abaixo revelatal interesse.

CA-EHE = Sevia collina Gard. (S Rystfolia Gardn., S. péllida 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 estomacchica, recomendada como
edul corante; encerra a glucoside glycyrrhizina , que € o seu principio activo, porém acha-
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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
succedanea da Glycyrrhiza glaba L. (Alcaguz verdadeiro), para a exploracéo industrial da
as Glycyrrhizina, mas nao consta que alguém haja abracado a idéia. — H& a variedade
rebaudiana (Eupatoriun rebaudianum, S. rebaudiana Bert.). — E planta campestre, sendo a
espécie typo frequente em Minas Gerais, SAo Paulo e Mato Grosso e ha variedade apenas
neste Ultimo Estado. Esta é a descricdo textual, do grande boténico brasileiro MANUEL
PIO CORREA (1874-1934), no primeiro volume de seu Dicionario de Plantas Uteis do
Brasil, editado em 1926 e cuja extraordinaria obra teve seu inicio em Sdo Paulo em 1906.
Estatalvez seja a primeira descricdo detalhada da estévia feita no Brasil.

Como Pio observou, a Sevia rebaudiana, no Brasil, ocupava uma vasta area nativa,
talvez uma area maior do que no proprio Paraguai. Hoje sabemos que a planta é encontrada

nativa também no Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

A primeira tentativa de extracdo do principio adocante no Brasil foi feita pelo Dr.
Raymond Zelnik, cujos trabalhos se iniciaram em 1960-61 em S&o Paulo. Em 1964 Zelnik
depositou um pedido de patente no Brasil sobre 0 processo de extragdo, e parece ser o
primeiro pedido de patente sobre estévia que se tem noticia no mundo (ALVAREZ, 1984).

Seguindo aos estudos de Zelnik, sob orientacdo do Prof. Jaime Regalo Pereira, no
Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina da USP, em S0 Paulo, a Dr?
Gila do Amaral Von Schemeling iniciou estudos pioneiros sobre a planta, publicando os
resultados em 1967, publicou outros trabalhos também em1976 e 1979 (ALVAREZ,
1984).

Estudos botanicos vém sendo realizados desde 1971, pela equipe do Prof. Dr. Gil
Martins Fellipe no Departamento de Fisiologia Vegetal da Universidade de Campinas.
Estudos estes que contribuiram e contribuem sobremaneira para o embasamento dos
estudos agrondmicos para o cultivo da estévia em nosso Pais e outros paises interessados
(ALVAREZ, 1984).

Em 1979, representando um marco na pesquisa sobre estévia no Brasil, |diomar
Angelucci publicou uma tese de doutoramento, realizada e defendida na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&0 Paulo, onde relata suas pesguisas sobre
processos de extracdo, processos anditicos e processos de aplicacdo dos principios
adocantes da estévia (ALVAREZ, 1984).
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Em 1980 outra tese foi publicada por Reinado Monteiro, tese de mestrado
apresentada a Universidade Estadual de Campinas. Este trabalho trata da Taxonomia e
Biologia de reproducdo da estévia e propbe que a planta sgja denominada Sevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni em lugar de simplesmente Sevia rebaudiana Bertoni
(ALVAREZ, 1984).

Neste contexto a estévia, em 1979, foi trazida para a Universidade Estadual de
Maring& e do trabalho resultou o dominio da tecnologia para a exploracdo racional da
planta. Foi dominada a tecnologia de cultivo em condi¢gdes econdmicas; demonstraram-se
os efeitos dos principios ativos e seus derivados sobre o metabolismo celular e subcelular e
ainda foi desenvolvida uma metodologia simples e econdémica para o fracionamento dos
principios ativos da estévia. Este processo culminou, em 1984, com o pedido de privilégio
junto ao INPI sob n°® 8402752 (ALVAREZ, 1984).

Contam 0s nossos pais e avos, que na divisa de Sdo Paulo com Minas Gerais e com
0 Mato Grosso(regifes que na época eram grandes produtoras de café), durante a revolucdo
de 1932, houve um grande racionamento de aclUcar e que, muitas vezes, as familias
utilizavam para adocar alimentos e bebidas, uma pequena planta que os fazendeiros de café
denominavam praga do picéo doce. Esta planta que nascia entre os cafeeiro, hoje se sabe,
era a Stevia rebaudiana Bertoni. Tem-se noticia, que os galichos do Rio Grande adogcavam
e adocam ainda hoje o mate, com folhas moidas de estévia. O género estévia, fundado por
CANAVILES (1797), da familia das compostas, apresenta muitas espécies distribuidas
pelo mundo, principalmente nas Américas e especialmente na América do Sul, cujo clima
tropical favorece o seu desenvolvimento. No Brasil, em estudos fitogeograficos sobre a
Sevia rebaudiana, JABUR e THOMAS (1984), num trabalho realizado na Universidade
Estadual de Maring4, encontraram a espécie nativa em focos isolados no arenito Caiua,
regido com solo e clima muito semelhantes a regido de origem da planta, situadas sobre a
mesma latitude sul e na faixa de 53° a 54° de latitude oeste, no norte e oeste do Parana, na
bacia do rio Ivai e parte da bacia do rio Paranapanema no Estado de S&o Paulo. Segundo
estes pesguisadores, esta € uma regido potencialmente nativa da planta, pois apresenta
todos os requisitos para 0 seu desenvolvimento. A invasdo da Stevia rebaudiana nesta
regido é recente, pelo fato de que ha pouco houve o seu completo desmatamento,
transformando-a em campo arenoso. Ha ainda nessa regido, um fator importante para a
implantacéo da espécie, que é o maior nivel de umidade do solo devido a densa rede fluvia
que corre por todo o arenito de Caiua (ALVAREZ, 1984).
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2.2.1.Natureza Quimica do Principio Edulcorante da Stevia rebaudiana

Bertoni

2.2.1.1 Carboidratos

Praticamente todo alimento contém carboidratos naturais, ou adicionados por causa
do seu efeito sobre a atividade da &gua e sabor do alimento. Recebem este nome por causa
de observagoes anteriores de que eles geralmente apresentavam a formula Cx(H20)y, isto €,
eles pareciam ser hidratos de carbono (MEISLICH, 1981).

Os carboidratos (sacaridios) sdo polihidroxialdeidos (aldoses), polihidroxicetonas
(cetoses), ou substancias que podem ser hidrolisadas até eles. O sufixo —ose caracteriza
esta classe. A atracdo da agua pelos carboidratos € uma de suas bésicas e mais importantes
propriedades fisicas. A hidrofilicidade é esperada devido a sua numerosa quantidade de
grupos hidroxila (MEISLICH,1981).

O monossacaridio D(+)-glicose, uma adohexose, é formado nas plantas pela
fotossintese e é convertido nos polissacaridios celulose e amido. Sacaridios simples sdo
chamados aclcares (MEISLICH,1981).

Os carboidratos mais simples, agueles que ndo podem ser fragmentados em
carboidratos menores por hidrélise sGo chamados monossacaridios. Os carboidratos que
sofrem hidrélise para produzir somente duas moléculas de um monossacaridio s&o
chamados dissacaridios, e assim por diante. Os carboidratos que fornecem, na hidrélise,
mais que dez monossacaridios sdo conhecidos como polissacaridios. O gliceraldeido é o
monossacaridio mais simples. Alguns exemplos de dissacaridios sdo a celubiose, a
maltose, a sacarose, e a lactose. O guarang, a pectina e a celulose sdo exemplos de

polissacaridios.
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2.2.1.2 Glicosidios

Os dcodis adicionam-se a grupos carbonilas de aldeidos e cetonas formando
hemiacetal e hemicetais, respectivamente. Estes quando reagem novamente com um alcool

resultam, respectivamente, um acetal ou um cetal (Figura 2.2).

o OH '

7 - / - %
R— “ * ROH —™ RCH “ron ™ RCH\ + HO

H \OR' OR'

HEMIACETAL ACETAL

Figura 2.2 - Esquema de Transformacdo de Hemiacetais em Cetais (ALLINGER,
1978).

Os acetais dos carboidratos, geralmente, sdo chamados de Glicosidios. O acetal da

glicose é chamado de glicosidio. Os da manose sd0 manosidios, os da frutose sdo

frutosidios, etc...(SOLOMONS, 1983).

Alguns Glicosidios tém grande importancia para 0 uso humano como os oligo e
polissacaridios, os Glicosidios cardiacos digitalin e digitoxin, as saponinas (triterpenos ou
Glicosidios esterdides) que sdo fortes formadores de espuma e estabilizantes, ao
Glicosidios flavondides que conferem o gosto amargo e outros aromas assim como Cor Nos

alimentos.

Porém poucos Glicosidios complexos sdo excepcionalmente doces, tais como o
esteviosideo, a osladina e o acido glicilrrizinico. A maioria dos Glicosidios, especialmente
guando a metade aglicona € maior que o grupo metil, sdo adstringentes, de gosto amargo

gue pode variar de leve até o extremo.
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2.2.1.2.1 Os Glicosidios da Stevia rebaudiana Bertoni

A grande divulgagcdo promovida em torno da estévia a nivel mundial, atraiu a
atencdo dos pesquisadores para estudar a natureza quimica de tdo poderoso edulcorante
natural.

Desde os primeiros estudos quimicos feitos por Rebaudi, estudos sisteméticos vém
sendo realizados em todo 0 mundo a fim de se ter um melhor aproveitamento das
propriedades edulcorantes e medicinais da Sevia rebaudiana Bertoni, assm como, na

determinacdo de suas natureza e estrutura quimicas.

O principio edulcorante, um glicosidio, foi isolado pela primeira vez, por
RASENACK (1908), na forma cristalina, como citado por VON SCHMELING (1967),
gue obteve um extrato alcodlico das folhas, precipitou este extrato com éter e o produto foi

cristalizado em metanol.

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

Entretanto BERTONI (1918) contestou a nomenclatura dada por DIETERICH
(1909) em funcdo da nomenclatura da planta que em 1905 passou a denominar-se estévia.
Bertoni estabeleceu entdo, que a Eupatorina deveria denominar-se estevina e que a
Rebaudina, como o proprio Dieterich determinara, era um sal de sodio e potassio da
estevina (Rebaudina).

Em 1924, pela decisdo da Union Internacionale de Chimie em Copenhagen, o nome
de esteviosideo foi atribuido ao principio adocante conforme BRIDEL e LAVIEILLE
(19314).

BRIDEL e LAVIEILLE (1931ab), fizeran um detalhado exame da Sevia
rebaudiana. Eles mostraram que a extracdo das folhas secas com etanol a 70°C produz
esteviosideo (60 g a cada Kg de folhas) como um p6 branco e muito leve, consistindo de

microcristais alongados.

Na segunda metade da década de 50 e inicio da década de 60, partindo dos
trabalhos realizados por BRIDEL e LAVIEILLE (1931) e THOMAS (1937), uma equipe
de quimicos do National Institute of Health en Bethesda, nos Estados Unidos, inicialmente
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liderada por Hewitt G. Fletcher (WOOD et al. (1955); WOOD e FLETCHER (1956); VIS
e FLETCHER (1956)) e posteriormente por Erich Mosettig (MOSETTIG e NESS (1956);
DOLDER et al. (1960); MOSETTIG et al. (1961); DJERASSI et al. (1961); WATERS et
al. (1962); MOSETTIG et al. (1963)) e 0 excelente trabalho de ARY A (1962) no Instituto
de Quimica Orgénica de Stocholm e publicado na India, foi possivel elucidar
completamente a estrutura do esteviosideo.

Juntamente com estes estudos, pode-se andisar o poder edulcorante da estévia
Baseado numa andlise de um laborat6rio de Hamburgo, BERTONI (1913) anunciou o
poder edulcorante da substancia doce extraida das folhas da estévia, como sendo mais ou
menos cento e oitenta vezes mais doce do que o aclcar de cana. Em 1931, apls o
isolamento e identificagdo do esteviosideo, componente principal do principio edulcorante
da estévia, BRIDEL e LAVIEILLE (1931) anunciaram um poder edulcorante deste
composto como sendo 300 vezes maior do que o da sacarose. LAWRENCE e FERGUSON
(1959) publicaram dados obtidos sobre o poder edulcorante do esteviosideo, que ficou
estabelecido em cerca de 280 a 300 vezes 0 poder edulcorante da sacarose.

Sendo assim, 0s estudos para a determinacdo da composicdo quimica dos principios
ativos da Sevia rebaudiana Bertoni e dos processos de extracdo desenvolvidos para a
obtencdo dos mesmos, podem ser divididos em trés periodos distintos. Sdo eles
correspondentes ao periodo desde a sua descoberta por Bertoni em 1899 até os trabalhos de
BRIDEL e LAVIEILLE (1931), na primeira fase, que compreendem estudos sobre o
isolamento, caracterizacdo quimica e nomenclatura do principal principio adocante. Na
segunda fase, que compreendendo o periodo de 1931 a 1970, com 0 seu auge entre 1955 e
1967, época esta onde os estudos quimicos permitiram a completa elucidacéo da estrutura
quimica do principio ativo adocante. E finalmente de 1970, quando a estévia foi levada
para o Japdo até os dias de hoje, grande impulso foi dado tanto no que se refere a aspectos
guimicos, com a descoberta de novos principios ativos edulcorantes, elaboracdo de
processos de extracdo e producdo de derivados, como aspectos farmacolégicos para
demonstrar a seguranca de utilizacdo dos adocantes, culminando com a industrializacéo da
planta.

Os adocantes das folhas da Stevia rebaudiana Bertoni sdo utilizados como
edulcorantes aimenticios em muitos paises do mundo. Desde 1970 o esteviosideo é
utilizado no Japdo como edulcorante e em bebidas, dominando hoje cerca de 40% deste
mercado com um consumo acima de 85 toneladas anuais. Foi aprovado no Brasil em
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meados de 1987 como agente flavorizante edulcorante em vérias classes de aimentos. E
nos Estados Unidos em 1996 para ser utilizado como ingrediente para suplemento dietético
(CANDIDO e CAMPOS, 1996).

2.2.2 Caracteristicas Toxicologicas da Stevia rebaudiana Bertoni

Desde o principio dos estudos de utilizagdo da estévia como fonte de adocantes
para uso populacional, houve uma preocupacdo com as suas caracteristicas toxicologicas e
farmacologicas.

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

KORBERT (1915) extraiu duas substancias das folhas da estévia,: uma &cida e
outra neutra, que considerou como sendo saponinas. A saponina &cida ndo era doce e
possuia propriedades hemoliticas. Em doses de 1:500, esta substéncia hemolisava
completamente os globulos sangliineos. A saponina neutra, ele considerou como sendo a
eupatorina de Dieterich, possuindo a caracteristica doce daquele principio. Suas

propriedades hemoliticas, segundo o autor, eram igualmente claras.

Apobs os trabalhos de BRIDEL e LAVIEILLE (1931), que isolaram quimicamente o
esteviosideo, POMARET (1931) e LAVIEILLE (1931), estudaram algumas propriedades
fisiologicas do principio purificado.

POMARET e LAVIEILLE (1931), estudaram também os aspectos toxicoldgicos do
esteviosideo. Injegdes subcutaneas em cobaias, em doses de 60 mg a 1250 mg por Kg de
peso em suspensdo oleosa, ndo determinaram nenhuma reagdo priméria ou secundéria e
ndo houve emagrecimento ou qualquer tipo de manifestacdo téxica posterior. Também
dosagens via intravenosa foram testadas, e em dosagens intraperitoneais de até 2.200 mg, a
Unica alteracdo observada foi um emagrecimento transitorio. Dois meses depois 0s animais
foram sacrificados apresentando completa integridade orgénica. Os autores também
testaram dosagens, via ora ,de 1,2 g por Kg de peso que demonstrou nenhuma alteracéo
nos animais testados.
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POMARET e LAVIEILLE (1931) investigaram também o processo de absor¢do do
esteviosideo pelo organismo dos animais. Determinaram entdo, que apOs injecdo
subcutanea, h4 uma eliminagdo, pelas vias urindrias, 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 alteragoes.

Portanto, os experimentos de POMARET e LAVIEILLE (1931) demonstraram,
para a época, que o esteviosideo, apresentava muito baixo nivel de toxidade aguda.

Atuamente, sabe-se que a Sevia rebaudiana € uma fonte de adocgantes naturais
dietéticos, ndo-cariogénicos, ndo-carcinogénicos e praticamente indcuo a salde. Por isso
no Jap&o, diversos paises do sudoeste da Asia (TANAKA, 1982) e mais recentemente no
Brasil, est4 se plantando, para fins industriais, a Sevia rebaudiana em larga escala
(ALVAREZ e KUSUMOTO, 1987).

2.2.3 Caracterizagdo Quimica dos Principios Adocantes

Os primeiros trabalhos sobre os principios adogantes da Stevia rebaudiana Bertoni
foram realizados por REBAUDI (1900), Mais tarde, CORREA (1926), baseado nos dados
preliminares de REBAUDI (1900) ,fez sua descricdo do principio ativo da estévia no seu
dicionario publicado em 1926.

BRIDEL e LAVIEILLE (1931), executaram uma série de andlises sobre 0s
produtos da hidrélise enzimética, comparando os resultados com os produtos da hidrélise
acida. Com isto, eles verificaram que o aclcar liberado em ambas as hidrélises tratava-se
da D-glucose, sendo que as partes agliconicas liberadas em cada caso eram o steviol, na
hidrélise écida e o isosteviol, na hidrélise enzimatica, isdmeros, de férmula CyoH300s.
Ambas as moléculas apresentavam caracteristicas éacidas , contendo uma provéavel

carboxila

A configuragdo das ligacOes glicosidicas no esteviosideo foi determinada em 1976,
por TANAKA (1976). KOHDA et al. (1976) e YAMASAKI (1976) que determinaram que

estas ligacdes eram todas b-glicosidicas.
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Com aida da estévia para 0 Japéo, levada por Sumida em 1969, iniciou-se um novo
ciclo de estudos sobre a planta que, devido ao extraordinério pragmatismo japonés ,
conduziu a mesma e 0s seus produtos para uma promissora agroindustria naquele pais
(ALVAREZ, 1984).

Com os modernos recursos da quimica e da agricultura, rapidamente diversos
trabalhos comegaram a ser publicados, inicialmente sobre aspectos agricolas e de utilizacdo
da estévia em alimentos, e em seguida sobre aspectos quimicos e de extracdo dos
principios ativos (YAMAMOTO (1970); MORITA (1973); KAWATANI et al. (1973);
HAYASHI e NODA (1973); MYASAKI et al. (1974); MATSUMI (1974)). Muitas
empresas e instituicbes governamentais do Japdo participaram desde logo na pesquisa
sobre a estévia. AKASHI et al. (1973), da Tama Biochemical Research Co. Ltd.,
solicitaram em 1973 uma das primeiras patentes sobre a extracdo do esteviosideo seguidos
por ASANO et al. (1973) da Takasago Perfumery Co. Ltd., quase na mesma época.

No Instituto de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Hiroshima, a equipe de
pesquisadores liderada por Osamo Tanaka, desenvolveu uma série de estudos quimicos
sobre Glicosidios de plantas, incluindo os Glicosidios da Stevia rebaudiana (ALVAREZ,
1984)

SAKAMOTO et al. (1975) e KOHDA e TANAKA (1975) verificaram que enzimas
do veneno de cobras e pectinase impura, além das enzimas do suco digestivo do Scargot
(BRIDEL e LAVIEILLE, 1931) eram capazes de hidrolisar o esteviosideo, produzindo a
genuina aglicona correspondente, o esteviol. Estes autores demonstraram que uma
preparacdo impura de enzimas do Aspergillus niger, usado na indUstria de alimentos para
hidrolisar a hesperidina, por isso denominada hesperidinase, € capaz de hidrolisar
guantitativamente o esteviosideo em glucose e esteviol.

TANAKA et al. (1980) observaram que o extrato bruto das folhas da Sevia
rebaudiana tinha um paladar muito mais doce e muito mais agradavel do que o
esteviosideo purificado. Entdo, analisaram o extrato por cromatografia de camada delgada,
verificando a presenca de numerosos outros Glicosidios. Isolaram estes novos Glicosidios
em colunas cromatograficas, dando-lhes a designacdo de rebaudiosideos A, B, C, D e E.

KOHDA et al. (1976) apresentaram o0s resultados dos estudos sobre os
rebaudiosideos A e B. Estes pesquisadores extrairam as folhas da estévia com metanol a
guente e a solugdo metandlica foi concentrada até secar. A massa residual foi dissolvida
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em &gua e extraida em butanol. A solucéo butandlica foi concentrada sob vacuo e o residuo
foi cristalizado em metanol, produzindo cristais de esteviosideo. A &gua mae foi
concentrada até secar e 0 residuo foi cromatografado em coluna obtendo, além do
esteviosideo contaminante, os rebaudiosideos A (1,4%), como cristais incolores em forma
de agulha (cristalizados em metanol) com P.F. =242 - 244° C e [a] p=-20,8 graus (C =
0,84 em MeOH); rebaudiosideo B (0,04%), como cristais incolores em forma de agulha
(cristalizado em metanol) com P.F. = 193 - 195°C e [a] p = -45,4 graus (C = 0,96 em
MeOH). O rebaudiosideo A apresentou a formula elementar C44H70023H20 e uma banda
de absorcdo no espectro infravermelho aos 1728 cm™ caracteristicas de ligagdo éster-
glicosidica. O rebaudiosideo B apresentou a formula elementar CsgHeoO182H.O com
banda de absorcso no infravermelho aos 1700 cm™ , caracteristico de grupo carboxilico

livre.

Repetidas cromatografias em coluna de silica gel, com diversos eluentes, do extrato
metandlico das folhas de estévia, produziram 3 outros novos Glicosidios que foram
denominados rebaudiosideos C (rend. 0,4%); D (0,03%) e E (0,03%). Estes compostos
encontrados em menor concentragéo, foram estudados por SAKAMOTO et al. (1977 ab).
Estes autores isolaram e cristalizaram 0s compostos em metanol, obtendo para o
rebaudiosideo C, cristais em forma de agulhas incolores com P.F. = 215 - 217°C e [a]p =
29,9 graus (MeOH); para o rebaudiosideo D também cristais em formas de agulhas
incolores com P.F. = 283 - 286°C e [a]p =-22,7 graus (MeOH), e para o rebaudiosideo
E, cristais em forma de agulhas incolores com P. F. = 205 - 207°C e [a]p =-34,2 graus
(MeOH).

Através de sistemas analiticos semelhantes aos usados com os rebaudiosideos A e
B, SAKAMOTO et al. (19773, b) propuseram aformulagdo dos compostos como dafig. 5.,
sendo o0 rebaudiosideo C designado como 19-O-b- glucopiranosil-13-O{[a-
rhamnopiranosil(1,2)-b-glucopiranosil1,3]-b-glucopiranosil} -esteviol; o rebaudiosideo D
como 19-O[b-glucopiranosil(1,2)-bglucopiranosil(1,2)-bglucopiranosil]-esteviol; e o
rebaudiosideo  oficialmente  designado como  19-O-[b-glucopiranosil-13-O-[b-
glucopiranosil(1,2)-b-glucopiranosil} -esteviol.

KOBAYASHI et al. (1977), smultaneamente, isolaram e caracterizaram dois

outros novos Glicosidios adocantes extraidos da estévia, aos quais denominaram de

dulcosideo A e dulcosideo B. O isolamento foi feito a partir do extrato aquoso de folhas de



Revisdo Bibliografica 21

Sevia rebaudiana que, apis a evaporacdo da &gua, foi feita a redissolucdo do residuo em
MeOH — EtOH no qua houve cristalizacdo do esteviosideo. A &gua mée foi concentrada
até secar e o residuo foi novamente dissolvido em dioxano, misturado com silica gel e
evaporado até secar. A mistura foi colocada numa coluna e eluida com solventes obtendo
diversas fragdes entre as quais o dulcosideo A, que por cristalizacdo em metanol produziu
cristais incolores em forma de agulhas com P.F. = 193-195°C e [a]p=- 46,7 graus (C =
0,45 em MeOH) e formula elementar CzsHgoO17.2H20 e o0 dulcosideo B com cristais nas
mesmas condi¢cbes com P.F. = 235-238°C e [a]p = -28,7 graus (C = 3,55 em metanol),
com féormula elementar CyH70022.3H,0. Andlises espectométricas no infravermelho,
ressonancia nuclear magnética de protons dos Glicosidios metilados e acetilados e dos
respectivos produtos de hidrélise, por comparacdo com os Glicosidios ja conhecidos,
KOBAYASHI et al. (1977) propuseram a estrutura do dulcosideo A como 10-O-b-
glucopiranosil-14-O-[a-rhamnopiranosil(1,2)-b-glucopiranosil]-esteviol e o dulcosideo
B19-O-b-glucopiranosil-13-O-{ [a-rhamnopiranosil(1,2)-b-glucopiranosil-1,3]-b-

glucopiranosil} -esteviol.

Pode-se notar portanto, que o dulcosideo B proposto por KOBAYASHI et al.
(1977) éidéntico ao rebaudiosideo C descrito por SAKAMOTO et al. (1977).

Assim, os Glicosidios edulcorantes componentes das folhas de Stevia rebaudiana
(Bert.) Bertoni, conhecidos hoje, sdo os constantes da Figura 2.3.

RADICALS
CORFOETOS R L ¥ R OBSERVACOES

I - s7eviesipEc GLUE, H H 7

11 - sTevioLstosioeo | eLuc, H H C/CARBOXILA LIVRE
111 - REBAUDIOSIDED A GLUC, GLUC, = =

IV - RepauDIOSIDED B GLUC, GLUEC, - CACARBOKILA LIVRE
V  -REBAUDIOSI{DEQ D GLUE, GLUC, GLUC, +
¥l - REBAUDIOSIDED E GLUC, H GLLE « 5
S ¥1l - DULCOSTDED A FHAM . H H -
T - s itea S oo | o | ae | -

Figura. 2.3 - Estrutura Quimica dos Glicosidios da Stevia rebaudiana Bertoni
(CRAMMER, 1987).
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Segundo TANAKA (1980) o esteviosideo € composto de maior teor nas folhas da
estévia (5 a20% em peso seco) seguido do rebaudiosideo A (3 a 6% em peso seco), sendo
gue a concentracdo de rebaudiosideo A nas folhas secas variam de 25 a 54% em relagdo a
concentracdo de esteviosideo.

As folhas da Sevia rebaudiana Bertoni contém cerca de 42% de seu peso seco
como material sollvel em &gua, dos quais os Glicosidios diterpénicos ndo constituem mais
gue 20% e tipicamente, no Japdo, constituem somente 12-15%. Além do que, muitos dos
outros componentes presentes afetam o perfil do sabor, e entretanto precisam ser
removidos (GRENBY, 1987).

O rebaudiosideo E é tdodoce quanto o esteviosideo, enquanto que o rebaudiosideo
A e D s8o 30% mais doces que o esteviosideo. O rebaudiosideo C e o dulcosideo a séo
guase a metade tdo doces quanto o rebaudiosideo E. Tem sido recentemente observado que
o rebaudiosideo B é um artefato formado do rebaudiosideo A durante o processo de
separacdo (GRENBY, 1987).

Os demais Glicosidios descobertos estdo em quantidades minimas, o rendimento
total dos menores rebaudiosideos (B, C, D e E) € menor que 1% do peso seco nas folhas.
Entretanto, devido ao fato dos rebaudiosideos serem mais doces do que o esteviosideo (1,2
a 1,5 vezes mais doces) e por apresentarem um paladar mais agradavel, € que o extrato
bruto das folhas tem um paladar doce melhor do que o esteviosideo quando purificado
(KANEDA et al., 19774).

A descoberta dos novos Glicosidios edulcorantes da estévia gerou,
simultaneamente, 0 registro de diversas patentes, privilegiando processos de extragéo e
purificacdo dos mesmos, principamente do rebaudiosideo A. Assim, TANAKA et al.
(1977) da Ajinomoto Co. Inc.; MORITA et al. (1977a,b,c) da Morita Kagaku Kogyo Co.
Ltd.; KOBAYASHI et al. (1978) e KANEDA et al. (1977, b), ambos da Nikken Chemicals
Co. Ltd; registraram 0S Seus processos.
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2.2.4 Processos Analiticos para Determinagdo dos Principios

Adocantes

Com o répido aumento do consumo dos adocantes da estévia no mundo, houve a
necessidade de se desenvolver métodos de andlise quditativos e quantitativos, dos
principios adocantes. Estes métodos devem ser faceis de executar precisos e rgpidos, para o
controle industrial, tanto para o controle de qualidade na indUstria extrativa das folhas,
guanto para os produtos acabados, e também para andlises quimicas em pesguisas e

desenvolvimentos de novas variedades de planta e novos produtos.

Varios sdo os processos de quantificacdo dos principios adocantes da Sevia

rebaudiana Bertoni .

2.2.4.1 Quantificacdo por Extracdo Exaustiva

A quantificacdo dos principios adocantes da estévia vem sendo feita desde as
primeiras experiéncias de isolamento e caracterizagdo dos mesmos (REBAUDI, 1900). Os
primeiros dados quantificativos mais precisos foram fornecidos por RASENACK (1908)
gue obteve, por extracdo exaustiva, 2,5 a 3% do principio adocante purificado. BRIDEL e
LAVIEILLE (1931), também por extragdo exaustiva, apds experimentarem Varios
processos, obtiveram um teor de esteviosideo puro de 60 a 65 g por Kg de folhas secas.
WOQOD et al. (1955) isolaram 0 esteviosideo com rendimento de 7% utilizando resinas
trocadoras de ions para a purificagdo. Estes sistemas sdo trabalhosos e imprecisos devido
as possivels perdas que ocorrem nas diversas etapas da extragdo, sendo Uteis somente para

uma avaliagdo prévia dos contetidos.

GAO et al. (1986) fizeram uma determinagdo quantitativa dos Glicosidios totais do
extrato de estévia, utilizando um método gravimétrico, através do tratamento do extrato
com solucdo de é&cido sulfarico a 5% sob fervura, promovendo completa hidrélise dos
Glicosidios. A solugdo foi tratada com 2,4-dinitrofenilhidrazina que reage com o isosteviol
formado, produzindo um precipitado de fenilhidrazona. O precipitado foi recuperado por
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filtragdo, lavado, seco e pesado. A massa do precipitado formado foi correlacionada com o
teor de Glicosidios totais com um erro relativo de 2,49 a 3,15%.

2.2.4.2 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Foi, possivelmente, o primeiro mé&odo qudlitativo cromatogréafico elaborado para
avaliar o esteviosideo no extrato da estévia (GLORIA, 1966). A cromatografia de camada
delgada foi efetuada em silica gel-G, sobre Iaminas de vidro de microscopio, reveladas
com iodo. Foram utilizadas quatro tipos de fase mével, benzeno:etanol (3:1), dando R para
0 esteviosideo de 0,38, etanol puro (R = 0,74), metanol puro (R = 0,80), e a mistura
butanol:metanol:&gua (8:1:1) (Rt = 0,56).

SAKAMOTO et al. (1975) elaboraram um sistema para cromatografia em camada
delgada bastante €ficiente, utilizando placas de silica gel como fase fixa e cloroférmio,
metanol e &gua (30:20:4) ou (90:65:9) como fase movel, revelando com é&cido sulfurico a
10% em metanol e aguecimento a 120°C por 10 minutos, obtendo boa separacdo das

manchas.

Também MITSUHASHI et al. (1975), através de tincrografia, um processo
cromatografico de camada no qua as manchas sdo quantificadas densitometricamente,
determinaram o teor de esteviosideo de 24 variedades de Stevia rebaudiana, encontrando
teores de 2,07 a 8,34% de esteviosideo.

METIVIER e VIANA (1979a) descreveram um método de determinagdo do
esteviosideo das folhas frescas de estévia por cromatografia de camada delgada
bidimensional, usando placas de silica gel ndo ativadas, impregnadas com &acido bérico
como fase fixa e n-butanol, acetato de etila, isopropanol, agua (35:100:60:30) como
primeira fase mével e acetato de etila, acido acético, agua (8:4:1) como segunda fase
movel. O sistema promove boa separacdo das manchas, utilizando-se esteviosideo puro
como padrdo. Outros aglcares podem ser determinados por este méodo. METIVIER e
VIANA (1979b), também utilizaram glucose como padréo.
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Um método complexo de cromatografia de camada delgada bidimensiona foi
desenvolvido por YOSHIDA (1986) para detectar e quantificar 6 Glicosidios derivados da
Sevia rebaudiana.

Muitos outros métodos de cromatografia de camada delgada foram desenvolvidos,
sendo este um método bastante Util para fins qualitativo de deteccdo e avaliacdo, porém, é
muito impreciso e demorado em analise quantitativas, mesmo quando se utiliza o sistema
densitométrico para tanto.

2.2.4.3 Cromatografia Gas-Liquido (GLC)

O sistema de cromatografia gas-liquido (GLC) pelas suas préprias caracteristicas
exige que a amostra a ser anadlisada tenha seus componentes bastante voléateis.
Componentes ndo volateis ndo sdo analisaveis por este método. Assim, o esteviosideo e 0s
demais Glicosidios da estévia tém, por este fato, sua andise dificultada em GLC. Para
tanto, alguns autores redizam este tipo de andlise provocando uma hidrélise &cida do
esteviosideo em isosteviol, que € um composto volatil. Mas a hidrélise &cida é inespecifica,
produzindo isosteviol a partir de outros Glicosidios ,além do esteviosideo, superestimando
os valores deste Ultimo. Assim, SAKAMOTO et al. (1975) desenvolveram um método no
qua a hidrélise é feita enzimaticamente, com hesperidianase, produzindo esteviol, que é
tdo volatil quanto o isosteviol, como aglicona auténtica do esteviosideo, ndo havendo
hidrélise total dos rebaudiosideos que ficam ainda na forma glicosidica ndo voldtil. Este
método permitiu excelente reprodutibilidade.

2.2.4.4 Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAP ou
HPLC)

O numero de componentes glicosidicos diterpénicos que podem estar contidos em
extratos da Stevia rebaudiana é, como se sabe hoje, de oito compostos contidos naFigura
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2.4. Portanto um processo andlitico que quantifique satisfatoriamente estes compostos em
uma Unica andlise € o ideal para 0s processos de controle de qualidade. A cromatografia
liquida de alta performance (CLAP), ou do inglés HPLC, ou também chamada de
cromatografia liquida de alta resolucdo, € umas das técnicas que pode redizar este

trabalho, além de ser uma técnica extremamente rgpida.

HASHIMOTO et al. (1978) desenvolveram um método de andlise por CLAP para
separagd0 e quantificacdo dos componentes da Sevia rebaudiana, esteviosideo,
rebaudiosideo A, assim como glucose e sacarose. Utilizaram uma coluna hidrofilica,
Shodex-OH-pak M-414 (Showa Denko, Japan), com dimensdes de 50 cm de comprimento
e 4 mm de didmetro interno (D.1.). A fase movel consistiu de acetonitrila:égua (4:1), com
fluxo de 0,5 mL/min, detectando os compostos através da variacéo do indice de refracdo. A
capacidade de deteccéo foi de 1,0 ng e apresentou uma relacéo linear entre a érea dos picos
(e também a dtura) e as quantidades de adocantes, fornecendo uma curva de calibracéo
linear e bastante reprodutivel.

HASHIMOTO e MORIYASU (1978) utilizaram uma coluna Lichrosorb NH , (10m
25 cm, 2 mm D.l.), usando como fase movel acetonitrila:agua (85:15) com um fluxo de 1,5
mL/min. A deteccdo foi efetuada pela absorcdo ao ultravioleta em 210 hm, obtendo

excelentes resultados.

Outro método foi desenvolvido por AHMED et al. (1980) para andisar 0s
glicosidios da estévia, através de CLAP, usando os derivados dos grupos carboxilicos do
esteviolbiosideo e do rebaudiosideo-B com brometo de p-bromofenacil. Estes derivados
apresentam a vantagem de aumentar a capacidade de deteccdo ao ultravioleta em
comprimento de onda fora da faixa de absor¢éo dos solventes. A coluna utilizada para a
separacdo dos derivados foi de mbondapac Cis, e acetonitrila:dgua (3:2) como fase méve,
num fluxo de 0,5 mL/min e detector de ultravioleta (UV) a258 hm. Porém, este processo é
trabalhoso e apresenta o inconveniente da interferéncia de outros glicosidios como 0s
rebaudiosideos D e E que também produzem, por hidrélise acalina, o esteviosideo e o
rebaudiosideo B.

Desta forma, AHMED e DOBBERSTEIN (1982b) desenvolveram um método de
CLAP, no qual a andlise foi feita diretamente com o extrato aquoso da planta e
conseguiram boa separacdo dos oito glicosidios da estévia. Esses autores utilizaram duas
colunas de proteinas 1-125, em série (30x0,78 cm), como fase fixa e 1-propanol como fase
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movel, com fluxo de 1,0 mL/min. A detec¢do foi feita em espectrofotdmetro UV em 210
hm. Assm, todos os glicosidios deram respostas linear na deteccdo quando aplicadas

amostras entre 0,2 e 100 g, produzindo curvas padréo bastante lineares.

AHMED e DOBBERSTEIN (1982a) estudaram também a melhor forma de
extracdo das folhas de estévia para otimizacdo da analise por CLAP. O extrato aquoso
apresentou baixa resolucdo quando aplicada na coluna de proteina 1-125. O extrato
butandlico simples mostrou-se ndo quantitativo e de baixa reprodutibilidade. A extracdo
das impurezas da solucdo aquosa com cloroférmio-metanol (9:1) ndo melhorou a
resolucdo. Tratamento da solugdo aguosa com carvao ativo, hidroxido de célcio, hidréxido
de bario ou acetato de chumbo remove as impurezas do extrato, mas resulta em parcial
absorcdo ou precipitacdo dos glicosidios diterpénicos. Uma extracdo satisfatoria foi feita
tratando-se as folhas, previamente, com cloroférmio em “sohxlet”, para
desengorduramento, seguido de extracdo com metanol. O extrato metandlico contém,
guantitativamente, os glicosidios da planta, pois tanto o extrato cloroférmico prévio como
0 extrato aquoso feito apls a extragdo com metanol, apresentaram-se destituidos dos
principios adocantes. Estes autores verificaram ainda que 0 processo de extracdo, proposta
por HASHIMOTO et al. (1978), extrai somente 52,78 % do esteviosideo, 43,32 % do
rebaudiosideo C e 48,61 % do rebaudiosideo A. AHMED e DOBBERSTEIN (1982a)
concluiram ainda que estes resultados, provavelmente, foram devido a pequena quantidade

de &gua utilizada na extracao.

GUIMARAES et al. (1983) trabahando com a técnica de AHMED e
DOBBERSTEIN (1982b) ndo tiveram sucesso utilizando 1-propanol como fase movel, e
para obterem resultados satisfatérios, usaram simplesmente &gua destilada como fase
movel.

A empresa japonesa SHIMADZU CO. (1983) que fabrica equipamentos analiticos,
patenteou um processo analitico de cromatografia por CLAP, no qua efetuase uma
extracdo dos principios edulcorantes da estévia com acetonitrila:dgua em presenca de
fosfato. A andlise de CLAP foi efetuada com uma coluna de silica-NH , e uma fase mével
de acetonitrila:dgua:fosfato. A deteccdo foi feita pela absorcéo de luz UV ou pela variagdo
de indice de refracdo, e assim, quantificaram simultaneamente esteviosideo, rebaudiosideo

A e esteviolbiosideo.
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MAKAPUGAY et al. (1984) apresentaram um sistema para CLAP para os
glicosidios da estévia, utilizando uma coluna Zorbax NH , com dimensdes de 24 cm de
comprimento e 0,4 cm de didmetro interno. O eluente utilizado foi acetonitrila:égua
(84:70) em pH 5,0 e deteccdo em UV a 210 hm. os oito glicosidios derivados da estévia
foram assm separados, detectados e quantificados simultaneamente, sem haver

necessidade de derivatizacOes.

NIE et al. (1985), AHMAD e WONG (1985) e STRIEDNER et al. (1991)
utilizaram o mesmo método de MAKAPUGAY et al. (1984), diferenciando apenas na
preparacéo da amostra, comprimento da coluna ou sistema de deteccgéo.

Outro método utilizado em CLAP consiste num sistema que utiliza uma coluna de
fase reversa (silica- C 15 ou octadecilsilano ODS). Os primeiros a usarem esta técnica foram
os chineses PENG et al. (1985), que usaram metanol:agua como fase movel e deteccéo em
UV a 205 hm. O método apresentou um limite de deteccdo, para o esteviosideo de 0,2 nm
e a recuperacdo foi em torno de 100%. Também GALIARDI et al. (1986) utilizaram a
CLAP em fase reversa.

KASAI et al. (1988) desenvolveram um sistema de CLAP preparativo utilizando
uma coluna de particulas esféricas de hidroxiapatita como fase fixa e solugdo aguosa de
acetonitrila como fase mével. Este sistema se mostrou, segundo os autores, mais eficiente
em separar os glicosidios da estévia do que os sistemas de coluna de silica gel. YUAN et
al. (1988) utilizaram a CLAP para quantificar esteviosideo e rebaudiosideo A em soro,
urina e fezes humanas, enquanto que STRIEDNER et al. (1991) usaram este método para
analisar quantitativamente o esteviosideo em culturas de células de estévia.

KIM et al. (1983) compararam o0s métodos analiticos de quantificacdo dos
glicosidios da estévia, quanto a reprodutibilidade e recuperacdo. Os métodos analisados
foram: CLAP, CCD e CCD-DIC (detector de ionizacdo de chama) e observaram que a
CLAP apresentou 0s maiores niveis de recuperacdo do esteviosideo e do rebaudiosideo A.
A comparacdo mostrou uma nitida vantagem analitica para os métodos de CLAP.
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2.2.4.5 M éodos Colorimétricos

A andlise colorimétrica seletiva para quantificar os glicosidios diterpénicos da
estévia é muito dificil devido a interferéncia que esses glicosidios exercem entre s e com
outros compostos gue existemn no extrato da planta. Desta forma, ha sempre a necessidade
de uma purificacdo prévia do composto a ser analisado. Este método apresenta também a
inconveniéncia de ser inespecifico, sofrendo a interferéncia de outros glicosidios existentes

nas folhas.

2.2.4.6 M étodos Enzimaticos

Também pode ser redizada a quantificacéo do esteviosideo através de hidrélise
enzimatica, porém alguns cuidados devem ser tomados em sua aplicacdo, tais como a fonte
de enzima impura. Além disso, a dosagem pode sofrer interferéncia de outros glicosidios,
como os rebaudiosideos e os flavonoides existentes nas folhas de estévia.

2247 Méodo de Espectrometria de Reflectancia no

Infravermelho Préximo (ERIP)

O sistema de ERIP (WETZEL, 1983) mostrou ser uma técnica muito Util para a
medicdo da percentagem de esteviosideo diretamente nas folhas moidas de estévia, num
tempo bastante reduzido (menos de 1 minuto) com menos de 10 gramas de material,
conforme desenvolveu NISHIYAMA et al. (1992). O mé&odo analisa a quantidade de
esteviosideo, que pode ser correlacionada com o teor de carboidratos solUveis presentes
nas folhas. E bastante recomendado para andlises imediatas da matéria prima nas indUstrias

de extracdo, e nos campos de cultivo.
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Dentre todos os métodos citados, parece que 0 mais apropriado seria o da
cromatografia liquida de alta pressdo (CLAP), desde que se tenha uma forma eficiente de
extracdo das folhas da planta. O método espectrométrico (ERIP) pode ser de grande gjuda,
uma vez que pode ser calibrado para qualquer um dos componentes glicosidicos da estévia,
podendo-se obter, com um programa adequado de computador, parémetros analiticos
multiplos com uma Unica medida direta (ALVAREZ, 1984).

2.2.5 Processos de Extracao dos Principios Adocantes

No decorrer dos estudos da estévia, desenvolveram-se varios processos de extracao
e purificagdo dos principios ativos da planta visando a producdo industrial. Todos os
processos apresentados na literatura seguem, aproximadamente, a mesma metodologia. Na
esséncia, 0s processos conhecidos isolam os principios adocantes usando um solvente
altamente polar como a agua. Pode-se observar na Tabela 2.3 algumas propriedades fisico-

quimicas dos glicosidios edulcorantes da estévia.
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Tabela 2.3 - Propriedades Comparativas de Esteviosideo e Rebaudiosideos
(CRAMMER, 1987).

Propriedades Esteviosideo Reb. AY Reb. B? Reb.C®  Reb.D® Reb.E®
Peso Molecular 805 966 805 950 1128 966
Teor
aproximado
nasfolhas secas 5-22 1.5-10 0.4 0.4 0.03 0.03
Ponto de Fusao 196-198 242-2442 193-195 215-217 283-286 205-207
248-250°
Rotacdo 39.3 -20.8 -45.4 -29.9 -22.7 -34.2
Especifica .
o e=5.7(agua) e=1(MeOH) e=0.96(MeOH) e=1(MeOH) e=1(MeOH) e=1(MeOH)
[a]5 (graug
Caracteristica  0.13%-&gua Solivel en Levemente sollivel  Levemente Levemente Levemente
de Levemente agua, MeOH, em MeOH solivel em solivel em solivel em
Solubilidade  solavel em EtoH MeOH MeOH MeOH
EtOH Insolavel em
, acetona,
5‘(’1'.“"9' eM  CHClzou
joxano éer

Referéncias: (1) KANEDA et al. (1977); (2) KOHDA et al. (1976); (3)b SAKAMOTO et al. (1977); (3)a
SAKAMOTO et al. (1977); (a) KOHDA et al. (1976); (b) MORITA et al. (19774).

Numa primeira fase, as folhas de estévia so extraidas com agua ou dcoois (etanol
ou metanol) a quente, por infusdo ou percolacdo, obtendo-se um nivel méximo de extracdo
em torno de 50% do peso da folha, na forma de uma solucdo carregado 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 cloroférmio ou hexano (TANAKA et al.,
1977; MASUYAMA, 1980; KINGHORN et al., 1982) para a eliminacéo preliminar de

Oleos essenciais, lipidios, clorofila e outros principios apolares.

O extrato cru das folhas da estévia tem um gosto mais doce e menos amargo que o
esteviosideo purificado. Isto porque se sabe que os rebaudiosideos e dulcosideos contém
mais principios adogantes que o esteviosideo. O mais importante glicosideo diterpénico e o
de dogura mais intensa é o rebaudiosideo A. As folhas da Stevia rebaudiana Bertoni ndo
contém somente os oito glicosidios adocantes, mas também sete glicosidios flavondides
tals como a centauridina e a quercitring; diterpenos labdanos tais como o janol e a
austroinuling; triterpenos tal como o lupiol e taninos a0 quais ndo foram ainda
identificados (CRAMMER,1987).
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Os rebaudiosideos, como o esteviosideo, sdo somente encontrados nas folhas e
flores da Sevia rebaudiana Bertoni. A aglicona conhecida como esteviol € uma porcéo
encontrada tanto no esteviosideo quanto nos rebaudiosideos. O esteviol tem sido
sintetizado por vérios grupos, porém um baixo rendimento total mostra que caminhos
sintéticos para a producéo dos rebaudiosideos sdo, ainda, antiecondmicos (CRAMMER,
1987).

O esteviosideo néo € encontrado somente na Sevia rebaudiana Bertoni. Podemos,
entretanto, encontrar esteviosideo na natureza em trés espécies de dois géneros de duas
familias digtintas de estévia, a Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni (BERTONI, 1909) e a
Sevia aristata (BRUCHER, 1974) da familia das compostas e a Rubus suavissimus, da
familia das roséceas, além do seu similar rubosideo, extraido da Rubus chingi (XU et al.,
1982).

Além dos principios adocantes existentes nas folhas da Sevia rebaudiana Bertoni,
muitos outros compostos tém sido isolados desta planta. ALVES (1975) extraiu giberilina
A-20 de raizeg(1.2 — 2.0 ng de GAy por Kg de raizes frescas), um fito horménio da Stevia
rebaudiana. SUSUKI et al. (1976) , isolaram e identificaram a rutina, um pigmento
flavonoide de cor amarela, em culturas de calos de folhas de estévia. Este flavondide tem
aplicacOes terapéuticas como fortalecedor de vasos capilares e tem, também propriedades
cardioténicas. Provavelmente, dado a coloracdo amarelada dos extratos, as folhas da Sevia
rebaudiana devem conter também quantidades apreciaveis de rutina (SUSUKI et al.,
1976). NABETA et al. (1976) , também trabalhando com cultivo de calos de folhas de
estévia, isolaram destas células estigmasterol (0.9 mg%) e fitoster6is(53 mg%o).

DARISE et al. (1983) isolaram das flores de Sevia rebaudiana esteviosideo
(0.92%) e rebaudiosideo A (015%), quantidades estas insuficientes para uma extracéo

economicamente viaveis.

CHANG et al. (1983) fizeram uma andlise completa do extrato aquoso das folhas
de estévia no intuito de determinar a sua composicdo ndo glicosidica. Esses autores
mostraram que 30% dos solidos totais da estévia sdo glicosidios esteviosidicos,
permanecendo 70% de impurezas de natureza organica e inorganica. Os pigmentos
encontrados no extrato foram as clorofilas a e b, xantofilas, b carotenos e outros dois
pigmentos ndo identificados. O contelido de gomas foi de aproximadamente 7 a 15 % do

total de sdlidos, sendo que a principal goma contida foi a goma arébica, e tracos da goma
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Karaya. O contetido de matéria organica, como ions alcalinos, especialmente o K *, e &cidos
organicos como o &cido tartarico (mais abundante), o acido férmico e o &acido citrico, foi de
aproximadamente 13 % dos solidos’

2.2.6 Processos de Purificagcdo dos Principios Adocantes

Varios métodos sdo utilizados para a purificacdo do extrato da estévia, a
clarificacdo do extrato, isto é, a remocdo do maximo de impurezas, a fim de tornar o
xarope claro, contendo praticamente o conteldo integral dos principios adocantes.
Podemos separar os métodos existentes para 0s processos de clarificagdo em seis grupos:

O primeiro grupo de processos utiliza Ca(OH),, CaO, , CaCOz ou saisde Al, Fe e
Mg ( KIKUCHI, 1977; WOKAI, 1979; ISHIZONE, 1979; FUJI, 1980; TAMA, 1980;
YAMADA, 1980; TOYO, 1980; SEKISUI, 1983; LI et al., 1984 e GIOVANETTO, 1989)
como agentes precipitantes das impurezas do extrato seguido de deionizagdo através de
resinas trocadoras de ions de natureza catiénica e aniénica (KIKUCHI et al. 1977; FIJI,
1980; KUBOMURA et al., 1976; TAMA, 1982 e GIOVANETTO, 1989), resinas nao
apolares (TOYO, 1980; SAWAGUSHI et al., 1977; OKANE, 1977; ISHIZONE, 1979;
MIWA, 1979 e CHANG et al., 1985) obtendo varios graus de clarificacdo e purificacdo do
extrato.

O segundo grupo utiliza somente ions metalicos como coagulantes na clarificacdo
do extrato aquoso. O CaCG; em H,0O, (MASUY AMA, 1980); em meio alcalino (CHISSO,
1980); CaCl,; AlCl3; FeCl,; Ca(OH),+CO, ou Fey(SO4)3 /Ca(OH), (TAKAMURA €t al.,
1977 e 1978; SATO, 1980; WAKABAYASHI, 1981; MITSUBISHI, 1983; ZI et al., 1984
e 1986) e MgCOs; ou Mg(OH), com aeracdo (TAKAMURA et al., 1977), Mg(OH),
cacinado como adsorvente (YOKOYAMA e SUGIYAMA, 1990) ou ainda
Ca(OH),/CaCO3; (CARNADAS e PRYLUKA, 1985) sd0 0s mais usados para O processo

de clarificagdo do extrato.

O terceiro grupo de processos utiliza somente resinas trocadoras de ions ou resinas
adsorventes para descolorizacdo do extrato. Estes processos utilizam a HP-20 (copolimero
divinilbenzeno-estireno) como resina adsorvente (OHE et al., 1977) ou diaion HP-10,
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diaion HW, duolite S-37 e amberlite IRA-93 como resinas porosas, anionicas fracas,
levemente basicas (MARUZEM, 1980; TOYO, 1981; HAGA et al., 1976) ou sistemas de
resinas trocadoras de ions (mistura de IR-120, IRA-68, IR-120-B, IRA 411) (OHE et al.,
1977). Utilizaram ainda amberlite XE-275, amberlite XAD-7 e amberlite IR-120 (KIUNI
et al., 1977, PERSINOS, 1970; AQUINO et al., 1985), resinas ligadas a celulose
(SEKISUI, 1984) e resinas macrorreticulares (BIAN et al., 1986), sendo que, também,
alguns pesguisadores utilizam carvéo ativo como adsorvente de impurezas (MIZUFUME
et al. , 1987), produzindo um bom nivel de clarificaco e edulcorantes com paladar mais

agradavel.

O quarto grupo de processos se utiliza da purificacdo por eletrélise, com eletrodos
de auminio, em meio contendo NaCl (MIWA et al., 1979a) ou meio com Al(SO,)3 ou
AICl3 como condutores (MIWA et al., 1977b e 1978) ou ainda uma composicdo de
eletrolise, eletrodidlise e tratamento com resinas trocadoras de ions (MIWA, 1979;
ADUCCI et al., 1987).

O quinto grupo destes processos reside no tratamento do extrato aquoso das folhas
de estévia com solventes organicos como os alcoois de 4 a 8 carbonos e cristalizados em
metanol (WOSHIRO et al., 1980; ASANO et al., 1975) ou o fracionamento com sistema
de solventes (ALVAREZ et al., 1984), ou cristalizacbes fracionadas em &coois
(AJINOMOTO et al., 1981a e 1981b; HUANG, 1982) e ainda com um sistema metanol-
cloroférmio extraido com agua (MOCHIDA et al., 1977) obtendo de imediato o
esteviosideo cristalino e outros produtos. Alguns utilizam, ainda, uma sequéncia de
tratamentos com sais complexos como KAI(SO,), e CaCO; procedendo extragbes
sucessivas com solventes como éter, acetona e etanol (LI et al., 1983; TAKAHASHI et al.,
1987) ou com o composto Fe(SQ)s/(NH,4)2SO./Ca(OH), (ARASHI, 1987).

O sexto grupo trata-se de processos que envolvem o clareamento do extrato aquoso
da estévia com polieletrélitos que fazem a coagulacdo e decantagdo das impurezas. Desta
forma, o tratamento do extrato aguoso com cloreto de benzalconio (MOCHIDA et al.,
1977) ou com Ca(OH), ou Al(SO,) seguido de agregacdo com uma amida poliacrilica ou
outro polimero floculante (MITSUBISHI et al.,1983b e NOKADA, 1977) consegue

remover boa parte das impurezas do extrato, tornando-o bastante clarificado.

Com a clarificacdo do extrato das folhas de estévia, que € parte da extracéo que
diferencia os métodos, esta é processada a seguir, praticamente, da mesma maneira em
todos os sistemas. A solucdo € concentrada e redissolvida em metanol para proceder a
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cristalizagdo do esteviosideo. A recristalizacdo é feita no mesmo solvente, obtendo-se

esteviosideo praticamente puro.

Outro método de extragdo € o fracionamento dos principios ativos para fins
analiticos desenvolvido por KINGHORN et al. (1982), no qual 0 extrato aquoso é extraido
com butanol e a solucdo concentrada. O residuo é cromatografado em um sistema de
contracorrente conseguindo boa separacdo do esteviosideo, rebaudiosideo A e dulcosideo
A.

Interessante método foi desenvolvido, também, por KATO et al. (1977) para
extracdo do esteviosideo, no qual apds a extracdo, 0s autores purificaram o extrato aquoso
ou aguoso-alcodlico pelo uso de membranas semi-permeaveis de acetato de celulose e por
ultrafiltragdo o liquido foi filtrado em membrana de poliacrilonitrilo fornecendo um
permeado, que a0 ser concentrado, produz esteviosideo com aproximadamente 80% de
pureza. Semelhante sistema foi usado por FUH et al. (1990), na Universidade de Taiwan,
0s quais utilizaram um sistema e ultrafiltragdo por membrana para remover acima de 96%
da pigmentacdo do extrato aquoso das folhas de estévia e posterior concentracéo do extrato
por osmose reversa. A clarificagdo final foi feita com troca iGnica em resinas anionicas e
catidnicas.

Na Ultima década, novos processos usando tecnologia avancada vém sendo
experimentados. TANAKA et al. (1988) desenvolveram um processo de extragéo de folhas
de estévia 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, o qual extraiu previamente as graxas e pigmentacdo contaminantes das
folhas da estévia com CO, super critico, extraindo posteriormente, de maneira

convencional os principios adocantes.

Existe um interesse particular para a extracdo, além do esteviosideo, também dos
rebaudiosideos, que tém um sabor menos amargo e mais doce que 0 esteviosideo,
principalmente o rebaudiosideo A, por ser o rebaudiosideo que esta em maior quantidade
no extrato e o mais doce (GRENBY, 1987). Para tanto, foi desenvolvido um processo de
separacdo do esteviosideo e rebaudiosideos a partir de um extrato de folhas de estévia
clarificado por MARUZEN et al. (1982). A mistura foi tratada com &coois de 3 a 6
carbonos, solubilizando o esteviosideo e permanecendo na fracdo insolivel o
rebaudiosideo A.
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A TOYO SUGAR REFINING CO. LTD. (1981) desenvolveu um outro processo
com a finalidade de se fazer a separacdo do esteviosideo dos rebaudiosideos. Utilizou para
tanto uma resina adsorvente moderadamente polar, com um valor de saturacdo menor que
o contetdo de rebaudiosideo e esteviosideo, porém maior do que o teor de esteviosideo. A
corrente que deixa a coluna de resinas contém o rebaudiosideo e o esteviosideo fica
adsorvido naresina, separando, pois, 0s dois componentes.

Os processos que utilizam somente ions metdlicos para clarificacéo sdo bastante
smples e econbmicos, entretanto, apresentam o inconveniente de deixarem residuos dos
sais aplicados, que muitas vezes podem afetar a salide dos consumidores dos produtos. Sob
este aspecto, leva grande vantagem os processos com ions metélicos onde, posteriormente,
os extratos clarificados sdo deionizados por resinas trocadoras de ions que praticamente
eliminam aquele tipo de impureza. Estas resinas, no entanto, tornam 0S processos menos
econdmicos pois deve-se considerar que 0 seu custo € bastante alto, o que implica na sua
recuperacdo a cada operacdo, além disso, as resinas deixam residuos macromoleculares
como solutos que muitas vezes podem ser danosos a salde, sendo proibidos em alguns
paises como o Japdo. Esta recuperacdo, por sua vez, envolve toda uma tecnologia
operacional que consome reagentes e mao-de-obra, além disso, as resinas ndo S0 perenes,
tornando-as ainda mais dispendiosas (ALVAREZ,1984).

Os processos de eletrélise implicam também em deionizacdo. Portanto, os
processos que utilizam solventes voléteis na extracdo parecem ser 0S mais préticos pois
apresentam um baixo custo, além de serem 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. H4, entretanto, a necessidade de
remocao completa dos residuos de solventes, pois 0s mesmos podem ser danosos a salide.

Sendo assim, torna-se muito importante 0s processos que utilizam os sistemas de
membranas de ultrafiltracdo/diafiltracéo e osmose reversa, que separam 0s componentes de
acordo com os diferentes pesos moleculares, e reduzem substancialmente os niveis de
impurezas e 0s volumes a serem manipulados dando, provavelmente, uma economicidade

bastante grande aos processos de purificacéo.
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2.3 Processos de Separacao com Membranas (PSM)

Historicamente, a tecnologia de membrana deixou de ser uma técnica de laboratério
a0 final dos anos 60, depois da descoberta fundamenta das membranas assimétricas. Essas
membranas tém permeabilidade a agua cem vezes maior que a das membranas assimétricas
(MAUBOIS, 1991).

A tecnologia de membranas € uma tecnologia emergente porque tem uma
caracterigtica multidisciplinar e pode ser usada num grande nimero de processos de
separacdo. Os beneficios da tecnologia de membranas podem ser resumidos em:

Economia de energia

Os processos de separacdo por membranas, em sua grande maioria, promovem a
separacdo sem que ocorra uma mudanca de fase, o que significa uma economia energética.
Isto explica porque houve um grande impulso desta tecnologia durante os anos 70, quando
houve uma grande crise energética, devido os altos precos do petréleo.

Sdetividade

E uma caracteristica importante nos processos de separagio. E nos processos
hibridos, que envolvem processos classicos e processos com membranas, cada qual
atuando onde € mais eficiente, tem se mostrado como op¢do mais econdmica e eficiente de
separacdo. Em algumas aplicacOes estes processos se apresentam como a Unica aternativa
técnica de separacao.

Separacao de Termolabeis

Normamente, as separacGes com membranas S0 operadas a temperatura ambiente,
assm, eles podem ser aplicados no fracionamento de misturas envolvendo substéncias
termo sensiveis. Por isso eles tém sido largamente empregados na indUstria farmacéutica e
de alimentos e, mais recentemente, como uma aternativa de “Down Stream Processes’ em
biotecnologia.

Simplicidade de Operacéo e “ Scale-up”

Ao contrario da maioria dos processos de separacdo, 0S processos com membranas
apresentam ainda, a vantagem de serem extremamente smples do ponto de vista
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operacional, pois na maioria das vezes 0 processo de separagcdo ocorre continuamente; e
em termos de “scale-up”. Os sistemas sdo modulares e os dados para 0 dimensionamento
de uma planta podem ser obtidos a partir de equipamentos pilotos operando com modulos
de membranas de mesma dimensdo daqueles utilizados industrialmente. Além de ser um
processo de simples operacdo, € ndo intensvo em méo de obra e ndo requerem aditivos
(NOBREGA et al., 1997).

E os seguintes obstaculos podem ser mencionados:

Concentragdo, polarizagéo “fouling”
Tempo de vida Util relativamente baixo

Geramente baixa seletividade

2.3.1 Membranas

As membranas sintéticas surgem como uma tentativa de se imitar as membranas
naturais, em particular quanto as suas caracteristicas Unicas de sdletividade e
permeabilidade.

E dificil encontrar a definicio exata de membrana. Uma definicio geral poderia ser:
uma barreira que separa duas fases e que restringe, total ou parciamente, o transporte de
uma ou varias espéecies quimicas presentes nas fases. Deve-se notar que esta € uma
definico macroscopica enquanto que a separacdo deve ser considerada em nivel
microscopico (NOBREGA et al., 1997). A representagio esquemética de um processo com

membranas € mostrado na Figura 2.4.
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Figura 24 - Representacdo Esguemética de Duas Fases Separadas por uma
Membrana (MULDER, 1990).

As membranas podem ser classificadas de acordo com sua evolugdo tecnoldgica
em; primeira geracdo — membranas de acetato de celulose; segunda geracdo: polimeros
sintéticos, principalmente derivados de polissulfona e poliolefina, e terceira geracao:

membranas ceramicas ou minerais.

As primeiras membranas foram desenvolvidas por LOEB e SOURIRAJAN (citado
por MELLO, 1989) para dessalinizacdo da agua do mar e apresentaram restricoes relacéo a
temperatura (T < 50°C) e pH (3 a 8), dém da sensibilidade a microorganismo e agentes
sanitizantes (MAUBOIS, 1980).

As membranas de segunda geracéo apresentam uma resisténcia maior atemperatura
(T <75°C) e pH (2 a 12); boa resisténcia a compostos clorados (até 200 ppm) e uma baixa

resisténcia a compactacdo mecanica (GLOVER, 1986).

As membranas de terceira geracdo tém suporte de grafite e sdo de Oxido de
zirconio. Apresentam a vantagem de serem quimicamente inertes, possuem ata resisténcia
mecanica, suportando altas pressdes (20 bar) sem perder as propriedades de permeagéo.
Além disso, toleram todo o intervalo de pH (0 a 14) e temperaturas superiores a 400°C
(SUTHERLAND e FREE, 1991). Podem ser usadas para altos niveis de concentracdo, o
gue ndo ocorre com as membranas de primeira e segunda geragdo que ndo resistem a
solicitagdo mecéanica devido a compactacdo (MAUBOIS, 1980).

Comercialmente foram desenvolvidas quatro configuragdes diferentes: de placas,

tubular, espiral e fibras ocas ou capilares. As diversas configuragdes contém e déo suporte
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as membranas. Cada tipo tem vantagens e desvantagens com relacdo ao desempenho,
custos de investimento e operagéo, volume morto e consumo de energia.

A configuracdo espiral e a de fibras capilares, por serem estruturas mais
densamente empacotadas, ocupam menor espaco de instalagdo e apresentam menor
consumo de energia em relacdo a configuracdo tubular. Por outro lado, a estrutura tubular
para 0 uso de fluidos mais viscosos ou atamente concentrados e também é mais vantgjosa
em relacdo a limpeza. JA a configuracdo de placas apresenta baixo volume morto e
consumo de energia (GLOVER, 1986).

2.3.2 Morfologia de M embranas, Forca Motriz e Transporte

As membranas sintéticas comerciais, em sua grande maioria, sdo preparadas a partir
de materiais poliméricos com caracteristicas quimicas e fisicas as mais variadas.
Membranas de materiais inorganicos sdo produzidas a mais de 20 anos, mas SO
recentemente comegcam a disputar 0 mercado com as membranas poliméricas. As
membranas inorganicas apresentam uma vida Gtil maior mas s8o bem mais caras que as
poliméricas.

Em funcéo das aplicagbes a que se destinam, as membranas apresentam diferentes
estruturas. De uma maneira geral as membranas podem ser classificadas em duas grandes
categorias. densas e porosas. As caracteristicas da superficie da membrana que esta em
contato com a solucdo problema € que vao definir tratar-se de uma membrana porosa ou
densa. Tanto as membranas densas como as porosas podem ser isotrOpicas ou
anisotropicas, ou sgja, podem ou nNdo apresentar as mesmas caracteristicas morfoldgicas ao
longo de sua espessura. As membranas anisotrOpicas se caracterizam por uma regido
superior muito fina(» 1nm), mais fechada (com poros ou ndo), chamada de “pele’,
suportada em uma estrutura porosa. Quando ambas as regides sdo congtituidas por um
Unico material, a membrana € do tipo anisotropicaintegral. Caso materiais diferentes sejam

empregados no preparo de cada regido, a membrana sera do tipo anisotropica composta
(NOBREGA et al., 1997).



Revisdo Bibliografica 41

Os principais processos de separagdo com membranas utilizam como forga motriz o
gradiente de potencia quimico e/ou o gradiente de potencial elétrico. Como 0s processos
com membranas s80, em sua grande maioria, atérmicos, o gradiente de potencial quimico é
expresso em termos do gradiente de pressdo, concentracdo ou pressao parcial. Em funcéo
do tipo de morfologia da membrana e do tipo de for¢a motriz empregada o transporte das
diferentes espécies através da membrana pode ocorrer pelo mecanismo convectivo ou
difusivo. Para membranas porosas, em funcdo do tipo de forca motriz aplicada, o
transporte das espécies através da membranas pode ser tanto convectivo como difusivo.
Quando a forca motriz € o gradiente de pressdo, o fluxo permeado é fundamentamente
convectivo (NOBREGA et al., 1997).

2.3.3Materiais

As membranas sintéticas comerciais sdo produzidas a partir de duas classes
distintas de materia: os polimeros, na sua grande maioria materials organicos, e 0s

inorganicos, como metais e ceramicos.

Membranas para processos que utilizam gradiente de pressdo estéo disponiveis num
ndmero de diferentes materiais incluindo polimeros, ceramicas, vidros e metais. Nem todos
os materiais podem ser utilizados em todos 0s processos, por exemplo, todas as membranas
de osmose inversa sdo feitas geralmente a partir de polimeros, enquanto o vidro é limitado
afaixade ultrafiltracdo (SCOTT e HUGHES, 1996).

Entre os polimeros mais utilizados para a preparacdo de membranas de
ultrafiltragdo estdo: poliamida, polissulfona, polietersulfona, polieterimida, acetato de
celulose celulose regenerada e, mais recentemente, polifluoreto de vinilideno(PVDF)
(KESTING, 1985, apud PETRUS, 1997).

+ Polissulfona

Este é um polimero de engenharia que pode ser usado para membranas de micro e
ultrefiltracdo. Para ultrafiltracdo esta disponivel em curvas de corte de peso molecular
nominal na faixa de 2 — 1000 kDa. As membranas de polissulfona tém boa estabilidade
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guimica e de temperatura, permitindo operacdes até 80 °C, e toleram um pH a partir de 1,5
até 12 para limpeza. Além disso, apresentam alguma tolerancia a agentes de oxidacdo tais
como o cloro. A exposicdo prolongada, ou contato com atas concentragdes, pode causar
fissuras na membrana (SCOTT e HUGHES, 1996).

o,

« Polieterssulfona

Este material tem limites térmicos e quimicos similares a polissulfona, assm como
um similar ponto de corte. Entretanto, pode apresentar uma performance diferente quando
em contato com o fluido em processo (SCOTT e HUGHES, 1996).

o,

+ Celulose Regenerada

A celulose é um polissacarideo obtido das plantas. E formada por segmentos de
glicose e seu peso molecular varia de 500.000 a 1.500.000. Os segmentos de glicose
contém trés grupos hidroxilas, os quais sd0 muito susceptiveis a reagdes quimicas,
formando ésters ( acetato de celulose e nitrato de celulose) e éters ( etil celulose). Devido a
sua cadeia linear , a celulose ou celulose regenerada € totamente cristalina, muito

hidrofilica e ndo soltvel em agua.

Apesar de suas excelentes propriedades, ésters de celulose sdo muito sensiveis ao
calor e degradacfes quimica e biolégica. A respeito de tais degradactes, o pH deve ser
mantido entre 4 e 6,5, e atemperatura ambiente. Em condi¢des alcalinas, a hidrélise ocorre
muito rapidamente (SCOTT e HUGHES, 1996).

2.3.4 Caracterizacao de M embranas

Os processos de separacdo com membranas tém sido aplicados no fracionamento de
misturas, soluces e suspensdes envolvendo espécies de tamanho e natureza quimica
diferentes. Assm, estas aplicagbes requerem a utilizagdo de membranas com
caracteristicas especificas. O conhecimento da estrutura das membranas e sua relagdo com
as propriedades de transporte € importante para uma melhor compreensdo dos fenémenos

envolvidos nos problemas de separacéo.
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No caso de membranas porosas, utilizadas em micro e ultrafiltracéo, o tamanho dos
poros e sua distribuicdo de tamanho irdo determinar quais moléculas ou particulas serdo
retidas pela membrana e quais poder&o passar através de seus poros. Viade regra, para este
tipo de membrana, o material de que é feita a membrana pouca, ou nenhuma, influéncia
tem na sua capacidade seletiva. Ja no caso de membranas densas, como as utilizadas em
separacdo de gases e pervaporacdo, a ndo existéncia de poros faz com que as caracteristicas
fisco-quimicas do materia que congtitui a membrana sga determinante em sua
performance (NOBREGA et al., 1997). Na Tabela 2.4 podemos verificar dimensies de

algumas particulas, moléculas e ions.

Tabela.2.4 - Dimensdes Aparentes de Pequenas Particulas Moléculas e lons
(NOBREGA, 1997).

Espécies Faixa de Tamanho (nm)
Fungos e Leveduras 1.000 — 10.000
Bactérias 300 — 10.000
Emulsbes de Oleo 100 — 10.000
Solidos Coloidais 100 — 1.000
Virus 30 - 300
Proteinas/Polissacarideos(PM:10*-10°) 2-10
Enzimas (PM: 10* — 10°) 2-5
Antibioticos (PM: 300 — 1.000) 06-12
Moléculas Organicas (PM: 10 — 100) 0,3-08
fons Inorganicos (PM: 10 — 100) 0,2-04
Agua (PM: 18) 0,2

2.3.5 Fenbmenos Envolvidos nos Processos de Separacdo com
Membranas - PSM

Um dos grandes problemas que ocorrem na operacdo de sistemas de separacdo com
membranas, cuja forca motriz é a diferenca de pressdo, € areducdo do fluxo permeado com

o tempo. Este fendbmeno é transiente e acompanhado por um decréscimo na rejeicdo de
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solutos e a sua estabilizagdo, caso ocorra, pode demorar alguns minutos e até varios dias. O
grau com que ocorre este fendbmeno depende fortemente do tipo de problema de separacdo
envolvido. Em particular, na micro e ultrafiltracdo o declinio do fluxo é muito grande,

chegando a 5% do fluxo da &gua pura.

Este declinio do fluxo com o tempo pode ser causado por varios fatores, tais como
polarizacdo da concentracdo, adsorcéo, formacdo de camada gel e blogueio dos poros.
Todos estes fatores formam resisténcias adicionais, pelo lado da aimentacéo, ao transporte
através da membrana. Portanto a equacdo do fluxo através da membrana pode ser escrita

através daLei de Darcy como:

ForcaMotriz

; . : (2.1)
Viscosidade x ResisténciaTotal

Fluxo =

(NOBREGA &t al., 1997)

No caso de micro, ultra e nanofiltracéo esta relacdo pode ser expressa da seguinte
maneira

DP

-~ (2.2)
h 'RTotaJ

J

(NOBREGA &t al., 1997)

Sendo: h = viscosidade do permeado

R, = ressténciaintrinseca da membrana

Ra = resisténcia devido a adsor¢éo
Ry = resisténcia devido ao bloqueio dos poros
Ry = resisténcia devido a camada gel

Ryc = resisténcia devido ao fendbmeno de polarizagéo da concentracéo
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As vérias resisténcias descritas na Figura 2.5 contribuem, em diferentes, niveis
para a resisténcia total. No caso ideal somente a resisténcia (R ) esta envolvida. Como a
membrana tem a capacidade de ser seletiva, havera um acumulo de moléculas retidas
proximas a superficie da membrana. I1sto resulta numa regido (ou camada) atamente
concentrada proxima a membrana , que resultara uma resisténcia adiciona ao transporte de
massa, conhecida como resisténcia devido a polarizagdo da concentragéo, R ,c . Deve-se
salientar que o fendbmeno de polarizacdo da concentracdo sempre ocorrera e € inerente aos

processos de separacdo com membranas.

A concentracdo de moléculas de soluto acumuladas pode tornar-se tdo alta que uma
camada gel pode ser formada por precipitacdo de macromoléculas sobre a membrana, o
que acarreta uma resisténcia adicional, R 4, que provoca uma perturbacéo no funcionamento
hidrodindmico do sistema. 1sto acontece principamente quando as solucdes de alimentacéo
contém proteinas. Esta camada gel atinge, sob condi¢cBes operacionais constantes, um
estado de equilibrio dindmico onde as particulas sdo agregadas e desagregadas a mesma
taxa. Pela dteracdo das condigdes operacionais, principamente pelo aumento da
velocidade tangencial, parte desta camada de gel pode se deslocar junto com a solucgéo
circulante. Por este motivo, 0 gel parece ser formado, segundo teorias mais recentes, por
uma parte movel e outra estaciond&ria fortemente aderida a superficie da membrana (
TARLETON & WAKEMAN, 1993 apud PETRUS, 1997).
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Figura 2.5 - Representacdo dos Diferentes Tipos de Resisténcias ao Transporte de
M assa em Processos com M embranas (NOBREGA et al., 1997).
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No que diz respeito a macromoléculas, ndo € possivel evitar a formacéo da camada
gel, que passa ater o efeito de uma segunda membrana aderida a primeira. O controle desta
camada pode ser feito, assm como na polarizacdo da concentragdo, através de baixa

pressao e turbuléncia ou ainda no material que congtitui a membrana.

Em funcdo das propriedades fisico-quimicas tanto da membrana como dos solutos
em contato com esta, pode ocorrer um fenbmeno de adsor¢do sobre a superficie da
membrana assim como dentro de seus poros. Além disso, o grau de adsor¢cdo é funcéo
direta da concentracéo de soluto na interface membrana/solucdo, ou sgja, quanto maior o
fenbmeno de polarizacdo da concentracdo, maior sera a adsorcdo. Novamente a
consequéncia sera um aumento na resisténcia ao transporte de massa, dterando as
caracteristicas de transporte da membrana. Pode-se imaginar que a membrana origina foi
trocada por outra mais fechada, ou de maior resisténcia. Esta resisténcia adicional é
representada por R, (PETRUS, 1997).

2.3.6 Processos cuja Forca Motriz € o Gradiente de Pressao

Processos para 0s quais a diferenca de pressdo € a for¢a motriz tém sido utilizados
para concentrar, fracionar e purificar solugdes diluidas, em particular solugdes aquosas. Em
funcéo da natureza e do tipo de solutos e da presenca ou ndo de particulas em suspensdo,
membranas com diferentes tamanhos e distribuicdo de poros ou mesmo densas sdo
empregadas, caracterizando 0s processos conhecidos como Microfiltragdo (MF),
Ultrefiltracdo (UF) e Osmose Inversa (Ol), também chamada de Hiperfiltracdo. A
Nanofiltracdo (NF) é nome de utilizacdo recente, e define um processo com membranas
capaz de efetuar separacdes de moléculas de peso molecular médio (entre 500 e 2000
Ddltons), stuando-se, portanto, entre o limite inferior da osmose inversa Trata-se,
portanto, de um processo de ultrafiltragdo que utiliza uma membrana “fechada” ou de

osmose inversa utilizando uma membrana “ aberta’.

Os processos de MF, UF, NF e Ol podem ser entendidos como uma extensdo dos
processos de filtracdo classica que utilizam, nesta sequiéncia, meios filtrantes (membranas)
cada vez mais fechados, ou sgja, com poros cada vez menores. Na Figura 2.6 sdo
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apresentadas as principais caracteristicas dos processos com membranas que utilizam a

diferenca de pressio transmembrana como for¢a motriz (NOBREGA et al., 1997).
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Figura 2.6 - Principais Caracteristicas dos Processos que Utilizam Diferenca de
Pressio como Forca Motriz (NOBREGA et al., 1997).

Também sdo mostradas na Figura 2.7 as faixas de tamanho dos poros das
membranas utilizadas nos processos de Microfiltracdo, Ultrafiltracdo, Nanofiltracdo e
Osmose Inversa.
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Figura 2.7 - Faixa de Diametro de Poros das Membranas de MF, UF, NF e Ol
(NOBREGA et al., 1997).

2.3.7 Filtracdo Convencional e em Fluxo Cruzado

Uma das principais caracteristicas dos PSMs € que eles podem ser operados em
fluxo cruzado ou também chamado de tangencial (“cross flow filtration”) além da operacdo
classica do tipo “dead end filtration”, ou filtracdo perpendicular. Na operacdo do tipo
“dead end” uma solucdo ou suspensdo é pressionada contra a membrana. O permeado
passa pela membrana e o soluto ou materiais em suspensdo sdo retidos, acumulando-se na
interface membrana/solucdo, no fendmeno chamado polarizagdo de concentragcdo. Na
filtracdo de fluxo cruzado a solucdo escoa paraelamente a superficie da membrana
enquanto o permeado é transportado transversalmente a mesma. Neste caso € possivel
operar 0 sistema nas condigbes de regime estabelecido de transferéncia de massa. A
polarizacdo de concentracdo continua presente mas, neste caso, € possivel minimizar o seu
efeito, em particular aterando-se a hidrodindmica do escoamento da corrente de

alimentagdo. Na Figura 2.8 sdo apresentadas esguematicamente os dois modos de
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operacdo, assim como curvas tipicas de fluxo permeado em fungdo do tempo, em cada caso
(NOBREGA et al., 1997).

“Dead end Filtration”
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Figura 2.8 - Filtracdo Convencional (“Dead-End”) x Filtracdo Tangencial ou em
Fluxo Cruzado (“ Cross Flow”) (NOBREGA et al., 1997).

2.3.8 Ultrafiltracao

A ultrafiltraco (UF) € um processo de separacdo por membranas utilizado quando

se desgja purificar e fracionar solugdes contendo macromoléculas. As membranas de UF

apresentam poros na faixa entre 1 e 100 nm, portanto mais fechadas do que as membranas

de microfiltragdo. Solucdes contendo solutos numa ampla faixa de peso molecular (10 ° -

10° Daltons) podem ser tratadas por UF. Como os poros das membranas de UF s muito

menores, € necessario uma maior forca motriz para se obter fluxos permeados elevados o

suficiente para que 0 processo possa ser utilizado industrialmente.

Ultrafiltracdo é a separacdo soluto-solvente através de uma membrana seletiva

adequada, por aplicacdo de uma pressdo hidrostética , relativamente baixa, pois o0 sistema

pode operar com pressoes menores que 5 atmosferas (BEATON, 1979).
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A separacdo de particulas maiores que 10 mm é feita por filtragdo convencional,
enquanto que particulas menores do que este valor sdo separadas por filtracdo de
membrana (CHERY AN, 1986; RENNER, 1990).

O desenvolvimento da técnica de UF em escala comercial so foi possivel devido as
pesquisas de melhoria do material usado na construcéo e na configuragdo das membranas
(VIOTTO, 1993).

Alguns fatores que distinguem os trés processos de membrana, 0smose reversa,
microfiltragdo e ultrefiltragdo sdo: aplicacdo de pressdo, velocidade de transporte da
solucdo, capacidade de retencdo e o intervalo de separacdo determinado pelo peso
molecular ou didmetro das particulas. A osmose reversa retém ions metdlicos, sais,
acucares e outros solutos com peso molecular maior que 150 Daltons, sendo uma técnica
de concentracdo e de purificacdo de dgua (FERGUSON, 1989). A osmose reversa requer
pressdes maiores que 100 atmosferas para vencer a pressao osmotica através da membrana,
permitindo, assim, 0 escoamento em direcdo contréria a0 que ocorreria no processo de
osmose. Ja a microfiltracdo é normamente utilizada para remover particulas em suspenséo
de células em processos fermentativos e na clarificacdo de liquidos. Intermediario a estes
dois processos encontra-se a ultrafiltracdo que pode ser localizada como um método
simulténeo de fracionamento, concentracdo e purificagdo de solugbes com solutos de

diferentes tamanhos e pesos moleculares (DZIEZAK, 1990).

Tendo em vista que as membranas de UF apresentam uma distribuicdo de tamanho
de poros, elas podem reter de maneira distinta, solutos de peso molecular diferentes. O
coeficiente de regjeicdo, R, de uma membrana para um dado soluto é definido pela relacao:

R=1- (CpCq (2.3)

Nos quais Cp e Cy representam a concentragdo do soluto no permeado e na
alimentacdo, respectivamente. Por este motivo as diferencas de pressdo transmembrana
variam na faixa de 2 a 10 bar. As membranas de UF s&0 caracterizadas através da chamada
curva de corte, que relaciona o coeficiente de rejeicdo em funcéo do peso molecular do
soluto. A Figura.2.9 apresenta curvas de corte tipicas de membranas de ultrafiltracdo
(NOBREGA et al., 1997).
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Figura 2.9 - Caracteristicas de Curvas de Corte Edreita e Espalhada — UF
(NOBREGA et al., 1997).

As membranas de UF normalmente sdo especificadas através de seu peso molecular
de corte ou “cutt-off”. O “cutt-off” de uma membrana é definido como sendo o valor do

peso molecular para 0 qual a membrana apresenta um coeficiente de rejeicao de 95%.

Os fluxos de permeados em UF estd0, em geral, na faixa de 150 a 250 L/h.m 2 |
Fluxos permeados bem menores podem ser obtidos em func¢do do nivel de polarizagdo de
concentragéo e de “fouling” a que fica submetida a membrana, em funcéo da natureza da
solucdo a ser tratada e das condi¢des de operagéo do sistema.

-Aplicacbes da Ultrafiltracéo

As principais aplicagbes da UF so a clarificagdo, concentragdo de solutos e
fracionamento de solutos. A separacdo € eficiente quando existe pelo menos uma diferenca

de 10 vezes no tamanho das espécies.

A UF é largamente utilizada na indUstria de alimentos (concentragcéo de gelatinas),
bebidas e laticinios,(recuperacdo do soro do leite, producdo do queijo) assim como em
aplicagdes na biotecnologia e na area médica. E também utilizada para recuperacio de
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tintas coloidais utilizadas na pintura de veiculos, recuperacéo de Oleos em industrias
mecanicas, recuperacio da goma naindistria téxtil (NOBREGA et al.,1997).

Um dos problemas no mecanismo de ultrafiltragdo € o declinio do fluxo através da
superficie porosa (fluxo transmembrana) com o tempo por causa dos efeitos de incrustacéo
“fouling” de macromoléculas (proteinas, microorganismos, etc.) na superficie da
membrana, e da formacéo da camada do gel polarizado, que trata da acomodacdo de

macromoléculas junto aos poros da membrana.

CHERYAN e KUO (1983) estudaram o efeito de alguns parametros tais como:
declinio do fluxo transmembrana na ultrafiltracéo do soro do leite, a taxa de fluxo, tensdo
de cisalhamento na parede e a pressdo transmembrana na ultrafiltracdo do soro de leite.
Esses parametros estudados séo particularmente importantes no controle do efeito de
incrustacéo da membrana. A partir de uma andlise experimental, os autores demonstraram
gue em geral, dtas taxas de fluxo paraelo a membrana reduzem esse efeito. Quanto ao
efeito da pressdo transmembrana (PT), nota-se uma maior complexidade. Para baixas taxas
de fluxo (3L/min) a pressdo transmembrana tem pouco efeito; no entanto para atas taxas
de fluxo (10L/min), o fluxo aumenta com a pressao quando (PT) for menor que 345 Kpa, e
diminui acentuadamente quando (PT) for maior que 485 Kpa.

Em outros trabalhos MERYN e CHERYAN (1980) propuseram um modelo
matemético dado por:

J=J VP (2.4)

no qual J é o fluxo de permeado, Jo, 0 fluxo no tempo zero, V, o volume e b,
constante do modelo dada pela incrustacdo da membrana. Essa equacdo descreve o
declinio do fluxo transmembrana durante a UF do soro de ricota.

EATIN et al. (1978) desenvolveram uma técnica de extragéo de proteina do suco de
folhas frescas de alfafa a partir de uma unidade de ultrafiltracdo. O sistema composto de
membranas planas investiga a separacdo de duas proteinas presentes na afafa. Parametros
controladores da €ficiéncia do sistema como: pressdo, concentracdo e velocidade de
aimentacdo sdo anadlisados. Observou-se que a pressdo transmembrana controla
sensivelmente o fluxo e aformagdo da camada limite de concentragdo proximo a superficie
da membrana. Os autores compararam a proposta com outras técnicas de separacao.



Revisdo Bibliogréfica 53

O mesmo problema foi estudado por ROBERTSON e ZYDNEY (1990). Os autores
estudaram experimentalmente, o efeito da adsor¢do de proteinas nos poros de membranas
presentes em sistema de UF. O fenbmeno é direcionado por propriedades quimicas e
fisicas das proteinas como solubilidade, pH, estrutura molecular, etc., e da composicéo da
membrana. Foram desenvolvidos experimentos com suspensdo de albumina bovina em
membranas poliméricas. Resultados experimentais de permeabilidade hidraulica foram
analisados; foi proposto um modelo matematico, funcéo da geometria dos poros, que reduz
a permeabilidade associada ao fendbmeno. A camada proteica formada sobre a membrana é
estimada através das medidas de permeabilidade, e resultados de outros pesquisadores.

CAMPANELLI et al. (1992) estudaram a qualidade do suco de laranja e liméo
concentrados, obtidos pela introducdo da UF no processamento desenvolvido por uma
indUstria, na Itdlia. Foram feitas andlises fisico-quimicas dos fluxos de permeado e
concentrado, a fim de determinar quais 0s componentes presentes no suco clarificado.
Verificaram também a influéncia do tamanho dos poros da membrana e do tempo no fluxo
de permeado. Além disso, constataram através de exames microscopicos da membrana,
uma camada fibrosa (camada de gel polarizada), que provavelmente seria responsavel pela
mudanca nas caracteristicas hidrodinamicas da membrana e, consequentemente, pela queda
de fluxo de permeado. CAMPANELLI et al. (1992) afirmaram que os fluxos permeados
foram fortemente dependentes da velocidade tangencial e quase independente da pressdo
transmembrana depois de um valor de 0,2 Mpa (30 Ps).

KIRK et al. (1983) estudaram a aplicacdo de UF na clarificacdo de suco de péra,
observaram a influéncia dos parametros de operacdo (pressao transmembrana, velocidade
linear, temperatura e concentracéo de alimentacdo) sobre o fluxo de permeado. Através dos
experimentos realizados, eles concluiram que o fluxo de permeado aumentava com o
aumento da velocidade linear e da temperatura. NoO caso da pressdo transmembrana, 0O
fluxo de permeado chegou a um valor maximo em 157 Kpa, e para valores superiores a
este, o fluxo declinou.

BAKER et al. (1970) estudaram a influéncia da presséo transmembrana, agitacdo e
temperatura no fluxo de permeado para diferentes solugcbes macromoleculares, em
batelada, com recirculagdo do concentrado. Verificaram que a baixas pressoes, 0s solutos
S0 retidos e o fluxo de permeado € praticamente o fluxo do solvente puro. Ja para valores
altos de pressdo transmembrana foi constatado que o valor de fluxo declinou e,
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posteriormente manteve-se constante. Concluiram que nesta regido, o fluxo de permeado é
influenciado pelatemperatura, agitagdo, concentracéo de alimentagéo e tempo de operacao.

FANE et al. (1981) modificaram o modelo da resisténcia, para explicar regides de
diferentes permeabilidades. Através de experimentos de UF com solucdo de proteina e com
agua. Verificaram que o fluxo de permeado depende da permeabilidade da camada de gel
polarizado e da membrana, correlacionando um fator de area livre efetiva da membrana

com o declinio do fluxo.

AIMAR et al. (1986) estudaram a variagdo da resisténcia hidrodindmica como
funcdo do tempo, concentracdo de proteina e pH, na auséncia de alguns ions, para solucéo
de soro de albumina e membranas IRIS 3038. A partir dos resultados obtidos nas corridas
experimentais foi possivel estimar a importancia do efeito de adsorcdo no fluxo de
permeado.

HERNANDEZ et al. (19924) ultrafiltraram suco de laranja fresco em membrana
Romicon, fibra-oca com peso molecular de corte de 500.000 Daltons e analisaram o
permeado e o concentrado quanto aos seus constituintes. Observaram que os solidos
suspensos e o maior parte da pectina foram removidos do suco através da membrana; ndo
foi detectada atividade da pectinesterase (PME) no permeado; os sdlidos sollveis e os

compostos responsaveis pelo aroma (lcoois, ésteres, aldeidos) atravessaram a membrana.

HERNANDEZ et al. (1992b) avaliaram, em escala piloto, 0 processo de tecnologia
combinada: ultrafiltracdo e coluna de resina para retirar compostos amargos do suco
secundario citrico. O fluxo através da membrana aumentou com 0 aumento da pressao
transmembrana até o valor de 137,8 Kpa. A coluna de resina se saturava primeiro com a
naringina e, posteriormente com o limoneno. Na andlise sensorial feita para o suco
submetido a este processo constataram um aumento na aceitabilidade do “flavour” do

produto.

2.3.9 Diafiltracdo

A didfiltracdo (DF) é na verdade uma maneira diferente de operar processos com

membranas que utilizam o gradiente de pressdo como forca motriz. Consiste em operar
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uma micro ou ultrafiltracdo com uma alimentacdo continua de solvente numa vazado igual a
vazéo do permeado (Figura 2.10). Trata-se, na verdade de uma operacéo de “lavagem” da
solucdo problema. A didfiltracdo € utilizada quando se desgja purificar um determinado
soluto no qual os contaminantes s8o compostos de dimensdes menores do que as do soluto
de interesse. Assim, os contaminantes vao sendo eliminados no permeado, enquanto a
membrana retém o soluto de interesse. Uma vez alcancada a pureza desegjada, interrompe-
se a adicdo de solventes, se necessario, pode-se efetuar a concentragcdo do soluto
purificado. A didfiltracéo pode ser operada em regime semi continuo (batelada), com o

solvente sendo adicionado por etapas.

>
Solucdo de Médulo de *
diafiltragdo Membrana
Solugdo contendo Permeado

Soluto a ser Purificado

Figura 2.10 - Operacdo de Sistemas com Membranas — Diafiltracio (NOBREGA et
al., 1997).

2.3.10 Parametros Operacionais dos Processos de M embranas

Na literatura encontra-se uma série de tentativas de modelagem do fluxo em fungdo
dos parametros operacionais (pressdo, concentracdo, temperatura, velocidade de
escoamento), propriedades fisicas do fluido (viscosidade, difusividade e densidade) e
caracterigticas da membrana (distribuicdo e tortuosidade dos poros, natureza quimica,
interacdo membrana-solucdo e interagdes entre os proprios congtituintes do fluido a ser
filtrado) (CHIANG e CHERY AN, 1987; KULKARNI et al., 1992).



Revisdo Bibliografica 56

Durante a UF ha um aumento do fator de concentracdo, da viscosidade e um
decréscimo da difusividade, causando uma queda no fluxo de permeado. Geralmente, o
fluxo diminui com o aumento do fator de concentragdo (RENNER e SALAM, 1991).

Existe uma relacéo linear quando grafica-se fluxo de permeado em funcdo de log
fator de concentracdo. Teoricamente, o fluxo ser4 zero, quando a concentracdo de
alimentacdo for igual a concentracdo da camada de gel formada durante o0 processo
(CHERY AN, 1986c).

O aumento da velocidade tangencia aumenta a taxa de permeagdo por provocar
turbuléncia. A agitacdo da mistura do fluido proximo a superficie da membrana, arrasta os
solidos acumulados reduzindo a espessura da camada limite (VIOTTO, 1993).

Quando utiliza-se de temperaturas mais altas tem-se um maior fluxo de permeado.
O aumento da temperatura promove uma reducéo da viscosidade da solugdo, um aumento
da velocidade de difusdo do soluto e, muda as interagbes membrana-soluto (RENNER e
SALAM, 1991).

O aumento da temperatura deve respeitar o limite de estabilidade térmica da
membrana e do produto. A faixa de 5 a 45°C ndo é recomendavel pelo risco de
crescimento microbiano e temperaturas maiores que 60 °C causam desnaturagéo proteica e
perdas de compostos voléteis responsaveis pelo aroma do suco. Portanto, a faixa de 50 a
55°C tem sido a mais utilizada com a finalidade de manter as propriedades funcionais do
produto final e o valor de fluxo elevado (FENTON-MAY eHILL, 1971).

Inicidmente, um aumento de pressdo produzird um aumento de permeacéo, e
conseguentemente, um aumento na concentracdo de soluto na superficie da membrana, o
gue promovera a formacdo da camada gel. Nas condicdes de concentracdo polarizada, um
aumento da pressdo pode promover uma reducdo do fluxo de permeacéo (CHERYAN,
1977).

As mudangas nas propriedades da membrana podem ocorrer como consequiéncia da
deterioracdo quimica ou fisica. A deterioracdo quimica estd associada ao pH, atemperatura
e aoutros fatores que forem incompativeis com o material da membrana. Procedimentos de
limpeza muito drésticos, podem levar a deterioracdo quimica da membrana e diminuicéo
significativa de sua vida Gtil. A deterioracéo fisica da membrana pode estar relacionada ao
uso de atas pressdes, 0 que pode mudar a permeabilidade da membrana devido ao

fenbmeno de compactacdo. |sto acontece mais comumente em membranas poliméricas.



3. MATERIAISE METODOS

3.1 Matéria Prima

Asfolhas de Stevia rebaudiana Bertoni utilizadas neste trabalho foram, gentilmente,
doadas pela empresa Steviafarma Industrial S/A. As folhas utilizadas estavam secas com
uma umidade residual de 10%.

3.2 Preparo do Extrato das Folhas da Stevia rebaudiana Bertoni

A extragdo dos principios adogantes das folhas secas da Stevia rebaudiana Bertoni
foi efetuada conforme FUH e CHIANG (1990). Foram efetuadas duas extragcdes sucessivas:
na primeira extracdo as folhas (400 g) ficaram em contato com 6,4 L de &gua quente(55°C),
em banho-maria, por 1 hora. A seguir, o extrato foi decantado, e os solidos lixiviados foram
extraidos novamente com outra batelada de &gua quente numa taxa de 400g de folhas secas
por 3,2 L de &gua, a 55°C, por 30 minutos. Os dois extratos foram combinados e filtrados a

vécuo com papel de filtro quantitativo.

3.3 Membranas

Para se verificar a influéncia do ponto de corte da membrana no processo de
purificacdo e concentragdo do extrato de estévia foram utilizadas nos ensaios de
ultrafiltracdo (UF) as membranas de Celulose Regenerada (Millipore PLGC — 10.000
Daltons, &rea de filtraggo: 600 cm?) e Polissulfona (Millipore PTTK, 30.000 Daltons, &rea de
filtragdo: 600 cm” e PTHK, 100.000 Daltons, &rea de filtragdo: 240 cm?) para o médulo de

filtracdo tangencial. A limpeza das membranas de UF era redlizada antes e depois do
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processamento de purificago e concentracdo do extrato de estévia, seguindo a metodologia
do fabricante, que encontra-se no Anexo 1.

3.4 M 6dulo de Filtracao

O esguema geral de instalacdo experimental utilizado para a filtragcdo tangencial é
mostrado na Figura 3.1. O sistema era equipado com um médulo de filtragdo Millipore
Minitan I, com membranas Millipore e uma bomba peristéltica que controlava a vazéo de
entrada da solucéo para o sistema de filtragcdo. A rotacdo da bomba foi fixada em 600 rpm. O
sistema era equipado com mandmetros na entrada e na saida. O volume inicial do extrato cru

de estévia no tanque de alimentacéo era em torno de 9 litros.

A UF foi iniciada e o retentado retornava ao tanque de alimentacdo, numa vazéo
suficiente, controlada por uma vavula de estrangulamento, para que a presséo de entrada no
mabdulo de filtracdo permanecesse constante. O permeado foi recolhido num recipiente, e o

processo realizado até finalizar o extrato no tanque de alimentacéo.

Retentado

Permeado

©

d )

Tanque de Alimentacdio Bomba Médulo de Permeado
Membranas

Figura 3.1 - Esquema Geral da Instalacdo Experimental para a Filtracdo Tangencial e
Detalhe da Bomba Peristaltica e M 6dulo de membranas (MILLIPORE, 1995).

Durante os testes de UF foram retiradas amostras do permeado e do retentado para

andlises de solidos totais, absorbancia e a quantificacdo dos adocantes por Cromatografia
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Liquida. Também foi controlada a taxa de concentracéo por volume (TCV) que foi calculada
pela Equacéo 3.1:

<

TCV = — 3.1)

<

sendo que Vi = Volume inicial

Vs = Volume final

E através da andlise deste valor pode-se calcular a percentagem de volume inicial
recuperado no permeado, usando-se a seguinte relacéo:

= Mg’ 100 (3.2
g8 TCV H

A ultrafiltracdo sozinha efetua uma separacdo limitada. Quando a concentracdo de
solidos retidos no retentado torna-se muito alta e prgjudica a taxa de permeacdo, ainda
contém uma quantidade significante de adocantes no retentado. Entdo, a diafiltracéo pode ser
utilizada para “lavar” os adocantes remanescentes do retentado e aumentar a recuperacao
destes adocantes.

Apos os testes de UF com as membranas de 10.000 e 30.000 Daltons, nas pressies de
entrada de 8, 10 e 12 Ps, e 100.000 Daltons na presséo de entrada de 8 Psi, escolheu-se a
membrana de 30.000 Daltons numa pressdo intermediaria (10 Ps) para se efetuar a
diafiltracéo (DF), com o objetivo de se recuperar os adocantes que permaneceram no
concentrado do tanque de alimentacéo no final da UF.

A escolha desta membrana para os testes de diafiltracdo se deu devido ao fato de que
com ela foram produzidos permeados com maior pureza, numa mesma taxa de concentragéo
de volume, quando comparada com as membranas de 10.000 e 100.000 Daltons. E a escolha
da pressdo de operacéo de 10 Psi para a DF se deu porque ndo ocorreram grandes variagdes

nas trés pressdes avaliadas, entdo optou-se por trabalhar numa pressao intermediéria.

A didfiltracéo foi realizada, em etapas, para a membrana 30.000 Daltons numa
pressdo de 10 Psi, a temperatura ambiente. Ao volume de concentrado do extrato
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remanescente no tanque de alimentacdo (em torno de 1,8 L) foi adicionado o mesmo volume
de &gua e efetuada a ultrafiltracdo até que o volume novamente retornasse a0 seu valor
minimo. Foram efetuadas quatro diafiltragdes sucessivas. Os teores de adocantes, solidos
totais e despigmentacdo (420 e 670 nm) foram analisados ao longo da diafiltragéo.

3.5 Determinacao das Pressdes de Operacéo

Para conhecer a faixa de pressdo adequada para se trabalhar com cada membrana,
efetuou-se, inicialmente, um estudo do comportamento do fluxo permeado com o aumento
da presséo transmembrana.

A pressdo transmembrana é a diferenca entre a presséo do lado do concentrado e
aquela do lado do permeado, ou sgja, é a forca motriz para a separacdo. Como a pressao no
lado do permeado era a pressdo atmosférica, a pressao média transmembrana foi calculada
pela seguinte equacéo:

PT = w (3.3
2

Sendo que PT = Pressdo Transmembrana
Pen = Pressdo de Entrada do Médulo de Membranas

P<i = Pressdo de Saida do Médulo de Membranas

Para 0 teste da pressdo de operacdo no modulo de filtragdo tangencial, colocou-se um
certo volume de extrato cru das folhas da estévia num becker (tanque de aimentacdo), e
iniciou-se uma ultrafiltracdo de modo que tanto o permeado quanto o retentado voltavam ao
tanque de aimentacdo (este € 0 modo de reciclo total). Ajustou-se a rotacdo da bomba em
600 rpm, e com a vavula de contra-pressdo totalmente aberta. Nestas condi¢des, foram feitas
medida de fluxo permeado, e com os valores das pressdes de entrada e saida calculou-se a

pressdo transmembrana conforme equacéo (3.3). Estrangulou-se a valvula de retorno do
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retentado a fim de se aumentar a pressdo de entrada no sistema de filtragdo, e
consequentemente a PT. Apds 2 minutos, efetuou-se uma segunda medida de fluxo
permeado e da PT. Aumentando-se a PT em peguenos intervalos, obteve-se o
comportamento da membrana em termos de fluxo permeado para cada presséo testada. O
aumento da PT foi interrompido t&o logo observou-se uma ndo linearidade da curva obtida
no gréfico de fluxo permeado em funcdo da PT. Assim, foi observada a faixa de pressdo
adequada para se efetuar a UF para que ndo ocorresse um rdpido entupimento (“fouling”) na

membrana.

3.6 Méodos de Quantificacdo dos Adocantes da Stevia rebaudiana

Bertoni

Os adocantes da Sevia rebaudiana Bertoni foram quantificados em relacdo ao
esteviosideo e ao rebaudiosideo A, os dois maiores congtituintes do extrato da estévia. Paraa
guantificacdo dos adocantes da estévia no extrato aquoso cru, nos permeados e retentados,
foram testados trés métodos:

3.6.1 Cromatogr afia de Papel

A cromatografia de papel foi uma das metodologias iniciais adotadas neste trabalho
pararedlizar os ensaios de quantificacdo dos adocantes, esteviosideo e rebaudiosideo A. Esta

metodologia encontra-se no Anexo |.

3.6.2 Cromatografia de Camada Delgada

A cromatografia de camada delgada também foi um método utilizado, inicialmente,
para a quantificacdo dos adocantes das folhas da Stevia rebaudiana Bertoni, o esteviosideo e
0 rebaudiosideo A.
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O extrato cru obtido a partir das folhas da Stevia rebaudiana Bertoni utilizado nos
ensaios realizados na cromatografia de camada delgada foi preparado conforme citado no

item8.1.1 do Anexo |.

Foram preparadas placas de vidro de 20 x 20 cm e espessura de 0,25 mm com silica-

gel-G que foram inicialmente ativadas em estufa a 110°C por 1 hora.

As placas foram impregnadas com as amostras de D-glucose, D-maltose, malto-
dextrina, solucdo de esteviosideo padrdo a 10% e extrato de estévia e a seguir as placas

foram acondicionadas em recipiente adequado de maneira que ficassem na posicéo vertical.

A fase movel utilizada foi: cloroférmio:metanol:agua (30:20:1) e a solucéo
reveladora foi uma mistura de &cido sulfdrico (2,5 mL), anisaldeido (1,25 mL) e &acido
acético (125 mL), que era preparada imediatamente antes do uso. Apds 48 horas de contato,

fez-se arevelagéo das placas.

3.6.3 Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAP)

Na cromatografia liquida de alta performance foi utilizado inicialmente, uma coluna
Merck NH, Lichrosorb (125 x 4mm D.l.) com detector ultravioleta (UV), a 210 nm e um
detector de indice de refracdo (IR). Utilizou-se acetonitrila:dgua (80:20; %v:v) como fase
moével, numa vazdo de 0,5 a 1,5 mL/min. As determinacdes por CLAP foram realizadas a

temperatura ambiente.

Nestas mesmas condigdes também foi testada, para estes ensaios, um outro tipo de
coluna Brownlee - NH, — Spheri-5 (220 x 4,6 mm D.l.) que resultou numa melhor separacéo
dos picos dos adocantes de interesse neste trabalho. Deste modo, esta foi a coluna utilizada

na quantificacéo destes adocantes.

() Preparo da Curva Padréo: Esteviosideo e Rebaudiosideo A

Os padrdes de esteviosideo e rebaudiosideo A, gentilmente cedidos pela empresa

Steviafarma Industrial S. A., foram secos por 2 horas em estufa a 120°C e esfriados em
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dessecador. Pesou-se 50 mg de esteviosideo e 50 mg de rebaudiosideo A, colocando-se num
bal&o volumétrico de 25mL. Completou-se com &gua ultrapurificada, preparando-se, assim,
uma solucéo padrdo de 2000 ppm em termos de esteviosideo e rebaudiosideo A. Da solucéo
padrdo inicial ( 2000 ppm) efetuaram-se diluices com a fase movel (acetonitrila:dgua —
80:20; %v:v) para concentragdes de 100, 200, 300, 500, 700, 1000, 1500 e 2000 ppm. A
curva padrdo encontra-se no Anexo I 11.

(if) Limpeza e Regeneracdo da Coluna NH

Para efetuar a limpeza da coluna NH, utilizaram-se 0s seguintes solventes de
polaridade crescente: n-heptano, acetato de etila, acetona e metanol, cada um sendo
percolado através da coluna numavazao de 1,0 mL/min, durante 25-30 minutos.

Para a regeneracdo foram percolados pela coluna os mesmos solventes, s6 que em
ordem descrescente de polaridade: metanol, acetona, acetato de etila e n-heptano, numa
vazédo de 1,0 mL/min, durante 35-40 minutos.

(iii) Preparo da Fase M 6vel

Para o preparo da fase mével foram colocados num baldo volumétrico de 1000 mL,
aproximadamente, 350 mL de acetonitrila. Logo em seguida, foram adicionados 200 mL de
&gua ultrapurificada. Agitou-se bem. Deixou-se a mistura em repouso até que atigisse a
temperatura ambiente. Apos, completou-se 0 menisco com acetonitrila. Antes do uso da fase
movel através da coluna, desgaseificou-se a solucdo através de ultrassom por,
aproximadamente, 10 minutos.
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3.7 Analises

3.7.1 Teor de Adocantes

Esteviosideo e rebaudiosideo-A, os dois maiores constituintes do extrato de estévia,
foram analisados por cromatografia liquida de ata performance (CLAP), conforme j& citado
no item 3.6.3, utilizando-se a coluna Brownlee - NH, — Spheri-5 (220 x 4,6 mm D.l.).

3.7.2 SOlidos Totais

O teor de sdlidos totais nas amostras do extrato, do permeado e do retentado, foram
analisados segundo 0 método da AOAC (1984). Um volume conhecido de amostra foi
colocado para secar em estufa, a 120°C, até peso constante. Apos, calculava-se a quantidade

de solidos totais por 100 mL, o que eqguivale considerar % de sdlidos totais.

3.7.3 Pureza

A percentagem de pureza, em relacdo aos adocantes, do extrato cru e do permeado
foi calculada por meio da equacéo (3.4): ( FUH e CHIANG, 1990).

é g(s+RbA)100mL U, 100

3.4
€g(olidos Totais)/100mL 4 (34)

%Pureza =

Sendo St o valor, em grama,s de esteviosideo e Rb A o valor, em gramas, do
rebaudiosideo A.
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3.7.4 Despigmentacao

Os pigmentos no extrato cru e no permeado foram analisados através de medida da
absorbéancia 6tica a 420 nm, para andlise da cor, e a 670 nm, para andlise da turbidez, visto
gue estes sdo os comprimentos de onda de absorbancia maxima dos pigmentos. Efetuou-se,
inicialmente uma curva padr&o de diluicdo do extrato, para se obter valores dentro de uma
faixa linear que obedeca a Lei de Beer (CHENG et al, 1985). Utilizou-se &gua destilada
como branco. A curva padrdo de absorbanciaestano Anexo I11.

Assim, a taxa de despigmentacdo foi calculada pela equacéo (3.5) ( FUH e
CHIANG, 1990):

?(Aﬂo ou A670 )antesda purificagdo Eﬁ, 100 (35)
8(A420 ou A670 )depoisda purificagdo m

é
%Despigmentacdo = él-

aD

Onde (A420)antes COrresponde ao valor da absorbéancia, a 420 nm (cor), do extrato cru,
e (A420)depois COrresponde ao valor da absorbéncia, & 420 nm (cor), depois do processo com
membranas, ou sgja, do permeado. E (As7o)anes COrresponde ao valor da absorbancia, a 670
nm (turbidez), do extrato cru, e (Aszo)denois COrresponde ao valor da absorbéncia, a 670 nm
(turbidez), depois do processo com membranas, ou sgja, do permeado.



4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos nos testes de ultrafiltracéo e
diafiltragdo para purificagdo e concentragdo do extrato de estévia

Os resultados obtidos no processo de UF tangencial, com as membranas de ponto
de corte 10.000, 30.000 Daltons, nas pressdes de entrada de 8, 10 e 12 Ps, e na membrana
de ponto de corte de 100.000 Daltons, na pressdo de entrada de 8 Psi, sGo apresentados e
discutidos neste capitulo. E realizada uma comparagio entre as trés membranas utilizadas
neste trabalho, e para cada uma é analisada a influéncia das diferentes pressdes sobre o

fluxo permeado, o teor de pureza e a despigmentacéo.

Também sdo apresentados os resultados da didfiltracdo (DF), no mddulo de
filtragdo tangencial, com a membrana de ponto de corte 30.000 Daltons, na presséo de
entrada de 10 Psi.
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4.1. Quantificacdo dos Adocantes do Extrato de Estévia

A quantificacdo dos adocantes no extrato das folhas da Stevia rebaudiana Bertoni
foi feita através de cromatografia liquida de ata performance (CLAP), visto que esta
técnica tem se mostrado extremamente eficiente, rpida e prética para separar e quantificar
os adocantes na planta, em alimentos e em bebidas (CRAMMER, 1987). Esta técnica de
guantificacdo dos adocantes da estévia é considerada, atualmente, uma técnica padréo
(GRENBY, 1987).

4.2 Ultrafiltracdo Tangencial

Para cada ponto de corte de membrana (10.000, 30.000 e 100.000 Daltons) seréo
apresentados e discutidos os valores de fluxos permeados de &gua e extrato, a concentracao
de adocantes e teor de solidos totais no permeado e no retentado, a retirada de cor e

turbidez e a pureza no permeado.

4.2.1 Determinacgao das Pressdes de Operacdo

Inicialmente determinou-se uma faixa 6tima de pressdo de operacdo do sistema
para cada ponto de corte de membrana testada, a fim de se obter melhores resultados no
processo de ultrafiltracdo. Trabalhando nesta faixa determinada poderemos ter melhores
taxas de escoamento e filtracdo. Pois, se a pressdo transmembrana (PT) é muito baixa
resulta numa taxa mais baixa de filtracéo e se a PT é muito alta resulta numa polarizacédo e

“fouling” precoce da membrana além de diminuir a sua vida (til.

Assim, a Figura 4.1 mostra as curvas de pressdo transmembrana e o fluxo

permeado para os trés pontos de corte utilizados neste trabalho.
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Figura 4.1 - Pressdo Transmembrana em relagdo ao Fluxo Permeado de Extrato de
Estévia para as Membranas de Ponto de Corte de 10.000, 30.000 e 100.000 Daltons no
M 6dulo de Filtracdo Tangencial Operando em Sistema Batelada.

Observou-se que, com o aumento da PT, temos inicialmente um aumento de fluxo
permeado, nos trés tipos de membranas utilizadas neste experimento, até um valor
méaximo, e entdo, a taxa de fluxo comeca a decrescer com 0 aumento da PT. Nesta faixa de
PT onde ocorre o decréscimo do fluxo de permeado indica um rpido “fouling” na
membrana, ocasionando além na diminuicdo do fluxo uma reducdo da vida Util da

membrana.

Para as membranas de ponto de corte de 10.000 e 30.000 Daltons obteve-se um
valor maximo de PT nafaixa de 20-25 Psi.

KIRK et al. (1983), que obtiveram valores maximos de PT em torno de 22,8 Psi,
guando trabalharam com suco de péra em membrana de fibra oca com 0 mesmo ponto de
corte da membrana utilizada no presente experimento.

A partir da curva de pressdo transmembrana foram escolhidas trés pressbes de
entrada: 8, 10 e 12 Psi para as membranas de 10.000 e 30.000 Daltons, o que equivalem a
PTs dentro da faixa linear para estas membranas. Para a membrana de 100.000 Daltons
trabalhou-se, apenas, com a pressdo de entrada de 8 Ps (PT = 7,5 Pg), visto que em
pressdes de entrada mais altas estariamos fora da faixa linear da PT, o que acarretaria todos

0S inconvenientes citados anteriormente.
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4.2.2 Comparacao entre as Pressdes Utilizadas

Neste item sdo apresentados e discutidos os valores de fluxo permeado, pureza e
despigmentacd0 em cada ponto de corte, para cada pressdo testada, efetuando-se

comparacOes entre elas.

- Membrana 10.000 Daltons (PCPM)

Na membrana de ponto de corte de 10.000 Datons (PCPM — Ponto de Corte por
Peso Molecular) testaram-se as pressdes de entrada no médulo de filtragdo de 8 Psi, 10 e
12 Psi, que eqglivaleram a pressdes transmembranas médias de 6,6; 8,7 e 10,8 Psi,
respectivamente. Nas Figuras 4.2, 4.3 e 4.4 apresentam-se os valores de fluxo permeado

de &gua e de extrato, em funcéo do tempo, nas trés pressdes testadas.

Membrana 10.000 Daltons - 8 Psi
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Figura 4.2 - Fluxo de Agua e de Extrato na Membrana de Ponto de Corte de 10.000
Daltons, em Relacdo ao Tempo de Filtracdo, na Pressdo de Entrada de 8 Ps (PT =
6,6).
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Membrana 10.000 Daltons - 10 Psi
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Figura 4.3 - Fluxo de Agua e de Extrato na Membrana de Ponto de Corte de 10.000
Daltons, em Relacdo ao Tempo de Filtracdo, na Pressdo de Entrada de 10 Ps (PT =
8,7 Ps).

Membrana 10.000 Daltons - 12 Psi
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Figura 4.4 - Fluxo de Agua e de Extrato na Membrana de Ponto de Corte de 10.000
Daltons, em Relacdo ao Tempo de Filtracdo, na Pressdo de Entrada de 12 Ps (PT =
10,8 Psi).

Nas Figuras 4.2, 4.3 e 4.4 observa-se que o fluxo de agua através da membrana foi
maior que o fluxo de extrato de estévia, este resultado ja era esperado, visto 0 extrato
conter uma quantidade maior de impurezas. Os valores de fluxos permeados iniciais de
agua para a membrana de ponto de corte de 10.000 Daltons aumentaram com o aumento da
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pressdo e os fluxos permeados de extrato ndo foram proporcionais a este aumento. Os
valores de resisténcia intrinseca da membrana e resisténcia hidraulica est&o no Anexo V.

PRADANOS et al. (1994) afirmaram que o fator limitante em muitas préticas de
UF de solugBes macromoleculares é o declinio de fluxo permeado com o tempo. Esta
reducdo no fluxo tem sido atribuida a trés tipos de fenbmenos: i) concentracéo polarizada,
isto €, a acomodacdo ou repulsdo de solutos devido as cargas elétricas das moléculas na
superficie da membrana, que passam a ser uma resisténcia adicional além da resisténcia da
membrana, ii) reducdo na forca motriz resultante do aumento da pressdo osmatica na

~ i

superficie da membrana eiii) processo de incrustacéo “fouling”.

Na Figura 4.5 sdo apresentadas as curvas de fluxo permeado de extrato em fungdo

dataxa de concentragéo de volume (TCV).

Membrana 10.000 Daltons
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Figura 4.5 - Fluxo Permeado de Extrato na Membrana de Ponto de Corte de 10.000
Daltons, em Funcéo da Taxa de Concentracéo de Volume, nas Pressdes de Entrada de
8,10e12Ps .

Observou-se que nas pressdes de 8 e 10 Psi ndo ocorreu uma diferenca significativa
de fluxo permeado em funcdo da TCV, porém, a pressdo de 12 Ps constatou-se um
sensivel aumento no fluxo permeado. O aumento de pressdo de 8 para 10 Psi ndo foi
suficiente para romper algum bloqueio (“fouling”) que possivelmente poderia estar
ocorrendo nos poros da membrana. A 12 Ps pode ter ocorrido um aumento de pressio

suficiente para romper alguns bloqueios e assim aumentar o fluxo através da membrana.
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KIRK et al. (1983) demostraram que o fluxo permeado aumentava com o aumento da

pressao transmembrana até um valor critico, e depois decrescia.

Na Figura 4.6 apresentam-se os valores de pureza calculados a partir da equacao
(3.4). Os valores de concentracdo de adocantes e solidos totais, utilizados para o célculo da

pureza, estéo apresentados no Anexo V.

Membrana 10.000 Daltons - Permeado
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Figura 4.6 - Pureza do Permeado da M embrana de Ponto de Corte 10.000 Daltons em
Relacdo a Taxa de Concentracéo de Volume nas Pressdes de Entrada de 8, 10 e 12 Psi
- Pureza do extrato Cru = 24,2% (8 Ps); 23% (10 Ps) e 26,5% (12 Ps).

O teor de pureza permaneceu praticamente constante, em torno de 25%, numa faixa
de TCV de1a3,5(71% do volume inicial recuperado como permeado) para as pressdes de
8 e 12 Psi. Napressdo de 8 Psi 0s teores de pureza ficaram préximos ao valor da pureza do
extrato cru; e na pressdo de 12 Ps estes valores ficaram ligeiramente abaixo do valor

daguele do extrato cru.

Na pressdo de 10 Psi a % de pureza foi ligeiramente superior, ficando em torno de
30% para TCV's maiores que 2,8, sendo que estes valores sdo significativamente superiores

a0 valor da pureza do extrato cru.

Nas Figuras 4.7 e 4.8 sG0 mostrados os valores de despigmentacdo a 420 nm (cor)
e a 670 nm (turbidez), em funcdo da taxa de concentragdo de volume, nas pressdes de
entradade 8, 10 e 12 Ps.
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Membrana 10.000 Daltons - 420 nm
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Figura 4.7 -Retirada de Cor no Permeado da M embrana de Ponto de Corte de 10.000
Daltons em relacdo a Taxa de Concentracao de Volume nas Pressdes de Entrada de 8,

10 e 12 Ps.
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Figura 4.8 - Retirada de Turbidez no Permeado da Membrana de Ponto de Corte de
10.000 Daltons em relacdo a Taxa de Concentracdo de Volume nas Pressbes de

Entradade8, 10 e 12 Ps.

Na membrana de ponto de corte 10.000 Daltons a retirada de cor e turbidez né&o
apresentaram uma proporcionalidade com as pressdes utilizadas. Os niveis de retirada de
cor e turbidez iniciaram-se em valores entre 80-95% de despigmentagéo.
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Nafaixa de TCV de 1-3,5 estudada, observou-se que a pressdo de 8 Ps apresentou
valores ligeiramente maiores para a retirada de cor (68%). Porém, de uma maneira geral,
esta membrana ndo foi eficiente para a retirada de cor. Pode ter ocorrido a adsor¢do dos
pigmentos, provavelmente particulas pequenas, na superficie da membrana e, com o
tempo, estas particulas foram se soltando fazendo assim, baixar os vaores de
despigmentacdo com o decorrer dafiltracéo.

A retirada de turbidez foi mais constante no ensaio de 10 Psi, e apresentou valores
superiores aos apresentados nas pressdes de 8 e 12 Ps até uma TCV de 3. Maiores
pressdes geralmente implicam em maior polarizagéo e compactacdo do gel (ou outro tipo
de material) na superficie da membrana, o que pode agjudar na remocdo dos pigmentos. Os
pigmentos causadores de turbidez parecem ter tamanhos bem variados, porém maiores que
0s pigmentos causadores de cor, 0 que pode explicar o fato de que a 12 Ps certa
guantidade de pigmentos (provavelmente particulas de menor tamanho) fosse “empurrada’
através da membrana fazendo com que a turbidez aumentasse.

Para a membrana de 10.000 Daltons ndo se observaram grandes diferencas nos
valores de fluxo permeado, pureza e despigmentacdo entre as pressoes testadas. De um

modo geral, os melhores resultados foram obtidos a 10 Psi.

- Membrana 30.000 Daltons (PCPM)

Na membrana de ponto de corte de 30.000 Daltons, inicialmente se testou a faixa de
pressdo transmembrana étima para se trabalhar, e conforme a curva apresentada na Figura
4.1. Para esta membrana, a faixa de pressdo transmembrana vai até valores proximos a 15
Psi. Assim, trabalhou-se com as pressdes de entrada no sistema de filtragdo de 8, 10 e 12
Ps, que eqlivaleram a pressdes transmembranas de 6,7; 8,7 e 11 Ps, respectivamente.
Nestas condi¢gdes foram obtidos os valores de fluxo permeado de &gua e de extrato de
estévia, em funcdo do tempo de filtracdo, que estéo apresentados nas Figuras 4.9, 4.10 e
4.11.
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Membrana 30.000 Daltons - 8 Psi
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Figura 4.9 - Fluxo de Agua e de Extrato na Membrana de Ponto de Corte de 30.000
Daltons, em Relacdo ao Tempo de Filtracdo, na Pressdo de Entrada de 8 Psi (PT =
6,7).

Membrana 30.000 Daltons - 10 Psi
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Figura 4.10 - Fluxo de Agua e de Permeado na Membrana de Ponto de Corte de
30.000 Daltons, em Relacéo ao tempo de Filtracéo, na Pressdo de Entrada de 10 Ps
(PT =8,7 Psi).
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Membrana 30.000 Daltons - 12Psi
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Figura 4.11 - Fluxo de Agua e de Permeado na Membrana de Ponto de Corte de
30.000 Daltons, em Relacéo ao tempo de Filtracéo, na Pressdo de Entrada de 12 Ps
(PT =11 Psi).

O comportamento das curvas de fluxo de &gua e extrato foi semelhante ao
apresentado na membrana de ponto de corte de 10.000 Daltons, nas pressoes estudadas,
porém com a membrana de ponto de corte de 30.000 Daltons obteve-se uma maior
diferenca entre o fluxo de &gua e extrato. Os valores de resisténcia intrinseca da membrana

eresisténcia hidraulicaestdo no Anexo V.

Na Figura 4.12 sdo apresentadas os valores de fluxo permeado de extrato na
membrana de ponto de corte 30.000 Daltons nas pressdes de entrada de 8, 10 e 12 Psi, em
fungéo da taxa de concentragdo de volume (TCV).
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Figura 4.12 - Fluxo Permeado na M embrana de Ponto de Corte de 30.000 Daltons, em
Funcdo da Taxa de Concentracéo de Volume, nas Pressdes de Entrada de 8, 10 e 12
Ps .

Na Figura 4.12 observou-se que nas pressoes de 10 e 12 Ps os valores de fluxo
permeado foram mais altos, e praticamente semelhantes; e a 8 Psi observaram-se vaores
menores. O fluxo permeado foi ligeiramente maior & 10 Ps. O comportamento do fluxo
permeado a 12 Psi pode ser devido ao entupimento dos poros da membrana nesta pressao.
N&o fosse 0 efeito da compactagdo da membrana e da camada de gel e a colmatagdo dos
poros, um aumento na pressao resultaria num aumento proporciona no fluxo de permeado
(PETRUS, 1997). KIRK et al. (1983) demostraram que o fluxo permeado aumentava com
0 aumento da pressdo transmembrana até um valor critico, e depois decrescia. PETRUS
(1997) observou que a partir de maiores valores de pressdo o fluxo de &gua deixa de ser
diretamente proporcional a pressdo, devido a compactacdo da membrana. CHAMCHONG
e NOOMHORM (1991), trabalhando com suco de tangerina numa membrana de ponto de
corte de 0,1 mm, relataram em seu trabalho que depois de um nivel critico de pressdo

transmembrana o fluxo permeado se torna independente da press&o.

Os fluxos permeados iniciais na membrana de ponto de corte 30.000 Daltons foram
superiores aos apresentados pela membrana 10.000 Daltons em todas as pressoes
estudadas. Contudo para TCV's maiores que 2, foram inferiores as membranas de 10.000

Daltons nas pressdes de 8 e 12 Psi.
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FUH et al., (1990) obtiveram valores iniciais de fluxo permeado para o extrato de
estévia em torno de 75 L/h.m? utilizando uma membrana tubular com ponto de corte
25.000 Daltons, a 123 Psi. Estes autores verificaram um fluxo permeado de extrato de
estévia de aproximadamente 65 L/h.m? numa TCV de 4,2. Este comportamento de fluxo
permeado relatado por FUH et al. (1990) também pode ser devido a porosidade ou ao tipo
de membrana utilizada.

Os valores inicias de fluxo permeado encontrados neste trabalho (50 L/h.m 2) foram
proximos aos relatados por FUH et al. (1990), porém numa TCV de 4,2 os valores de fluxo

apresentaram-se inferiores (20 L/h.m ?).

Na Figura 4.13 apresentam-se os valores de pureza calculados a partir da equacao
(3.4), Os valores de concentracdo de adocantes e solidos totais, utilizados para o calculo da

pureza, estédo apresentadosno Anexo 1V.

Membrana 30.000 Daltons - Permeado
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Figura 4.13 - Pureza do Permeado da Membrana de Ponto de Corte 30.000 Daltons
em Relacéo a Taxa de Concentracao de Volume nas Pressdes de Entrada de 8, 10 e 12

Ps.

A pureza no permeado para a pressdo de entrada de 10 Ps apresentou-se
razoavelmente maior numa faixa de TCV de 2 - 4,8. Num valor de TCV de 4,3 (77% do
volume inicial recuperado como permeado) obteve-se uma pureza, na pressdo de entrada
de 10 Psi, em torno de 30%, enquanto que para a pressao de entrada de 8 e 12 Psi, a pureza

ficou em torno de 25% e 23%, respectivamente.
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Nas Figuras 4.14 e 4.15 sd0 mostrados os valores de despigmentacdo a 420 nm

(cor) e a670 nm (turbidez) em funcéo da taxa de concentracdo de volume.

Membrana 30.000 Daltons - 420 nm
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Figura 4.14 - Remogao de Cor no Permeado da Membrana de Ponto de Corte de
30.000 Daltons em relacdo a Taxa de Concentracdo de Volume nas Pressbes de

Entradade8, 10 e 12 Psi.
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Figura 4.15 - Remocgéao de Turbidez no Permeado da Membrana de Ponto de Corte de
30.000 Daltons em relacdo a Taxa de Concentracdo de Volume nas Pressbes de

Entradade8, 10 e 12 Psi.
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Verificou-se uma proporcionalidade entre a despigmentacéo (420 e 670 nm) e a

pressdo. Quanto maior a pressao utilizada maior foi a remocao dos pigmentos do extrato.

Maior pressdo geramente implica em maior polarizagcéo e colmatacdo do gel (ou
outro tipo de material) na superficie da membrana que pode gjudar na remocdo dos

pigmentos.

FUH et al. (1990) encontraram valores de despigmentacdo a 420 nm (cor) na faixa
de 98% e a 670 nm (turbidez) 96%, trabalhando com extrato de estévia num sistema de
UF, com uma membrana tubular de ponto de corte 25.000 Daltons a 123 Psi. A remocéo de
turbidez no extrato de estévia encontrada neste trabalho (94%) foi semelhante a relatada
por FUH et al. (1990), porém a retirada de cor foi um pouco inferior (59%), isto
provavelmente sgja devido a diferenca das condigbes operacionais.

A influéncia das pressdes nos parametros. fluxo permeado, pureza e
despigmentagdo foi significativa nos ensaios de UF com a membrana de ponto de corte
30.000 Datons. Num contexto geral, os melhores resultados dos parametros analisados
foram obtidos a 10 Psi.

- Membrana 100.000 Daltons (PCPM)

Na membrana de ponto de corte de 100.000 Daltons trabalhou-se apenas com a
pressdo de entrada no sistema de filtracdo de 8 Ps, 0 que eqlivaleu a uma pressdo
transmembrana de 7,5 Pd, e, nestas condigdes os valores de fluxo permeado de égua e de
extrato de estévia, ao longo do tempo de ultrafiltracdo, sdo apresentados na Figura 4.16.
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Membrana 100.000 Daltons - 8 Psi
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Figura 4.16 - Fluxo de Agua e de Extrato na M embrana de Ponto de Corte de 100.000
Daltons, em Relacdo ao tempo de Filtracdo, na Pressdo de Entrada de 8 Ps (PT =
7.5).

O fluxo permeado inicial de extrato atraveés da membrana de ponto de corte 100.000
Daltons foi superior aos encontrados com as membranas de ponto de corte 10.000 e 30.000
Daltons. Os valores da resisténcia intrinseca da membrana e da resisténcia hidraulica estéo

no Anexo V.

Membrana 100.000 Daltons - 8 Psi
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Figura 4.17 - Fluxo Permeado do Extrato de Estévia na M embrana de Ponto de Corte
de 100.000 Daltons, em Relacdo a Taxa de Concentracdo de Volume, Numa Pressao
deEntradade8 Ps (PT =7,5Ps).
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Porém observou-se que numa TCV em torno de 2, na pressao de 8 Psi, os fluxos

foram praticamente idénticos, em torno de 20 L/h.m 2.

FUH et al. (1990) encontraram valores iniciais de fluxo permeado para o extrato de
estévia em torno de 80 L/h.m? & 174 Psi ,para uma membrana tubular de mesmo ponto de

corte, sendo que apds uma TCV de 9, o fluxo permeado ficou em torno de 60 L/h.n? .

A pureza do permeado para a membrana de ponto de corte de 100.000 Daltons,
numa pressao de entrada de 8 Psi (Figura 4.18), resultou em valores proximos a 25%,
numa TCV de 2,5. Este valor foi ligeiramente menor do que os vaores encontrados nas
membranas de ponto de corte 10.000 e 30.000 Daltons. A maior abertura dos poros da
membrana deixou permear 0s adocantes, porém também permitiu a passagem de maior

quantidade de impurezas.

Os vaores de pureza foram calculados pela equacéo (3.4) e os valores de
concentracdo de adocantes e solidos totais utilizados para este calculo estdo no Anexo |V.
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Figura 4.18 - Pureza do Permeado da M embrana de Ponto de Corte 100.000 Daltons
em Relacdo a Taxa de Concentracéo de Volume nas Pressdes de Entrada de 8 Ps (PT
=7,5Ps).

Nas Figuras 4.19 e 4.20 s80 mostrados os valores de despigmentacdo a 420 nm

(cor) e a670 nm (trubidez) do extrato.
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Membrana 100.000 Daltons - 8 Psi
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Figura 4.19 - Remocéo de Cor e Turbidez no Permeado da Membrana de Ponto de
Corte de 100.000 Daltons em relacdo a Taxa de Concentracéo de Volume na Pressdo

deEntradade8 Ps (PT =7,5Ps).

A membrana de ponto de corte de 100.000 Daltons, na pressdo de entrada de 8 Ps,
permitiu uma passagem dos pigmentos responsavels pela cor, o que resultou numa
despigmentagdo em torno de 40%. Esse valor se assemelha com o encontrado por FUH et
al. (1990), trabalhando com extrato de estévia num sistema de UF, com uma membrana
tubular de ponto de corte 100.000 Daltons a 174 Psi. Os valores obtidos para a remocéo de
turbidez ficaram proximos a 80%, e foram inferiores aos encontrados por FUH et al.
(1990) (100%). Isto provavelmente deve ser devido a0 tipo de membrana utilizada e a

baixa pressio utilizada neste trabalho.

4.2.3 Comparacao entre as Diferentes M embranas Utilizadas

Neste item serd abordada a influéncia do ponto de corte entre as membranas de
10.000, 30.000 e 100.000 Daltons nos parametros de fluxo permeado, pureza e
despigmentacdo no processo de UF nas diferentes pressdes trabalhadas.

Na Figura 4.20 estdo apresentados os valores de fluxo permeado para as trés
aberturas de membranas utilizadas neste trabalho na pressdo de 8 Psi.
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Figura 4.20 - Fluxo Permeado de Extrato de Estévia nas Membranas de Ponto de
Corte de 10.000, 30.000 e 100.000 Daltons, a 8 Psi.

Os valores iniciais de fluxo permeado foram diretamente proporcionais ao ponto de
corte da membrana, porém ao longo da filtracgo o fluxo permeado teve um comportamento
mais constante na membrana de 10.000 Daltons (PCPM).

MCcLELLAN (1989) verificaram que na clarificacdo do suco de macd, maiores
fluxos foram conseguidos com maiores pontos de corte, em detrimento da qualidade do
suco (apud PETRUS, 1997).

CAPANELLI et al. (1983) verificaram que membranas com diferentes
composicdes quimicas, pontos de corte e porosidade global, tiveram comportamento
semelhante durante a UF de sucos citricos. Este comportamento foi atribuido ao gel
formado na superficie da membrana, que passou a ser, segundo o0s autores, responsavel
pela clarificaco dos sucos e que a membrana agiu meramente como um suporte

MIiCroporoso.

NaFigura 4.21 estéo apresentados os valores de pureza do permeado na pressao de
8 Psi.
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Figura 4.21 - Pureza do Permeado nas Membranas de Ponto de Corte de 10.000,

30.000 e 100.000 Daltons, a 8 Psi.

Os valores de pureza foram inicialmente superiores na membrana 30.000 Daltons, e

apos uma TCV de 2 as trés membranas tenderam a um valor em torno de 26%.

Nas Figuras 4.22 e 4.23 estdo apresentados os valores de despigmentacdo a 420 nm

(cor) e a670 nm (turbidez) nas trés membranas testadas.
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Figura 4.22 - Retirada de Cor no Extrato de Estévia Permeado nas Membranas de
Ponto de Corte de 10.000, 30.000 e 100.000 Daltons, a 8 Psi.
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Permeado - 8 Psi
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Figura 4.23 - Retirada de Turbidez no Extrato de Estévia Permeado nas M embranas
de Ponto de Corte de 10.000, 30.000 e 100.000 Daltons, & 8 Psi.

A retirada de cor foi inversamente proporcional ao ponto de corte das membranas
testadas e a retirada de turbidez foi maior na membrana 30.000 Daltons (PCPM) até uma
TCV de 3,3. Em valores superiores de TCV a membrana de 10.000 Daltons (PCPM)
apresentou melhores valores de despigmentacdo a 670 nm. A membrana 100.000 Daltons
(PCPM) apresentou resultados inferiores de despigmentacéo (cor e turbidez).

Com os resultados apresentados, a membrana de ponto de corte 100.000 Daltons
mostrou baixa porcentagem de pureza e despigmentacdo, mostrando-se entdo, inadequada
para a purificacdo do extrato de estévia na pressao de 8 Psi. Os valores de despigmentacdo
diferem dos encontrados por FUH et al. (1990) que obtiveram resultados em torno de 98%,

trabalhando com uma membrana tubular (100.000 Daltons) a 174 Psi.

Nas Figuras 4.24 e 4.25 sd0 mostrados os valores de fluxo permeado nas trés

membranas testadas, nas pressdes de 10 e 12 Psi.
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Figura 4.24 - Fluxo Permeado de Extrato de Estévia nas Membranas de Ponto de
Corte de 10.000 e 30.000 Daltons, a 10 Psi.
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Figura 4.25 - Fluxo Permeado de Extrato de Estévia nas Membranas de Ponto de
Corte de 10.000 e 30.000 Daltons, a 12 Psi.

Nas pressdes de 10 e 12 Ps o fluxo permeado inicia foi maior na membrana de
30.000 Daltons (PCPM). Na membrana de 10.000 Daltons o fluxo permeado manteve um
comportamento mais constante ao longo da filtragcdo. Na pressdo de 12 Ps a membrana de
30.000 Daltons apresentou um fluxo menor que a membrana 10.000 Daltons durante a UF.
Isto se deve provavelmente ao “fouling” formado na membrana 30.000 Datons nesta

pressao.
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Nas Figuras 4.26 e 4.27 estéo apresentados os valores de pureza do permeado nas

pressdes de 10 e 12 Psi.
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Figura 4.26 - Pureza do Extrato de Estévia Permeado nas M embranas de Ponto de

Corte de 10.000 e 30.000 Daltons, a 10 Psi.
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Figura 4.27 - Pureza do Extrato de Estévia Permeado nas M embranas de Ponto de

Corte de 10.000 e 30.000 Daltons, a 12 Psi.

Na pressdo de 10 Ps a membrana 30.000 Daltons apresentou os maiores valores de
pureza (em torno de 33%) e a membrana de 10.000 Daltons resultou valores em torno de
30%, entre TCVs de 1,2 a 4,8. Na pressdo de 12 Ps os vaores iniciais de pureza foram
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praticamente iguais para as duas membranas (23%), e apés uma TCV de 2,3 a membrana
de 10.000 Daltons mostrou resultados entre 25-30%.

Nas Figuras 4.28 e 4.29 sdo apresentados os vaores de despigmentagdo a 420 nm

(cor) nas pressdesde 10 e 12 Psi.
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Figura 4.28 - Retirada de Cor no Extrato de Estévia Permeado nas Membranas de
Ponto de Corte de 10.000 e 30.000 Daltons, a 10 Psi.
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Figura 4.29 - Retirada de Cor no Extrato de Estévia Permeado nas Membranas de
Ponto de Corte de 10.000 e 30.000 Daltons, a 12 Psi.

Na presséo de 10 Psi, a membrana de 10.000 Daltons apresentou valores iniciais de

retirada de cor de aproximadamente 80% enquanto que a membrana 30.000 Daltons em
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torno de 70%. As duas membranas apresentaram resultados muito préximos de retirada de
cor.

Nas Figuras 4.30 e 4.31 so apresentados os vaores de despigmentagdo a 670 nm
(turbidez) nas pressdesde 10 e 12 Psi.
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Figura 4.30 - Retirada de Turbidez no Extrato de Estévia Permeado nas M embranas

de Ponto de Corte de 10.000 e 30.000 Daltons, a 10 Psi.
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Figura 4.31 Retirada de Turbidez no Extrato de Estévia Permeado nas M embranas
de Ponto de Corte de 10.000 e 30.000 Daltons, a 12 Psi.
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Na pressdo de 10 Ps as duas membranas apresentaram resultados proximos de
retirada de turbidez, acima de 90%. Em 12 Ps a membrana de 30.000 Daltons resultou
maiores vaores (entre 93 — 95%) que a membrana de 10.000 Daltons (80 — 85%).

Analisando os resultados de comparacdo entre as membranas de 10.000, 30.000 e
100.000 Daltons nas pressdes de 8, 10 e 12 Psi, pode-se concluir que, de um modo geral, a
membrana de 30.000 Daltons a 10 Ps apresentou os melhores resultados de fluxo
permeado, pureza e despigmentacdo para a purificagdo do extrato de estévia no processo de
UF. Com base nestas conclusdes foi realizada uma diafiltracdo na membrana de 30.000
Daltonsa 10 Ps.

4.2.6 Diafiltracéo (DF)

Os testes de ultrafiltracéo foram realizados com o objetivo de retirar os adogantes
gue permaneceram no retentado. Iniciou-se a DF quando a TCV estava em 12,9 (360
minutos), e os indices de pureza estavam em torno de 33%. Na Figura 4.32 estdo

apresentados os resultados de fluxo em fungdo do tempo durante a UF e DF.
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Figura 4.32 - Fluxo Permeado durante o Processo de UF e DF com a Membrana de
Ponto de Corte 30.000 Daltons, a 10 Psi (Pressdo de Entrada).
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Efetuou-se a DF, num sistema batelada, no qual foram feitas quatro adicOes

sucessivas de agua. A Figura 4.33 apresenta os valores de pureza durante a UF/DF.
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Figura 4.33 - Pureza do Permeado no Processo de UF/DF com a Membrana de Ponto

de Corte 30.000 Daltonsa 10 Psi.

Com a didfiltracdo obteve-se um significativo aumento nos indices de pureza do
permeado, sendo que a pureza alcangou valores proximos a 55%. Estes resultados foram
superiores aos encontrados por FUH et al. que obtiveram valores de pureza, apés a DF de
46,5%, trabalhando com uma membrana tubular de ponto de corte 25.000 Daltons a 123
Psi.

A separagdo fisica por membranas remove impurezas efetivamente. Portanto, para
se obter um aumento nos indices de pureza se faz necessario uma retirada de agua, usando
para isto uma osmose inversa (Ol). Assm, os processos de UF, DF e Ol poderiam ser

usados na purificagéo e concentracdo do extrato de estévia num processo continuo.



5. CONCLUSOES

Neste capitulo apresentam-se as principais conclusdes sobre o processo de
purificagdo e concentracdo do extrato da Sevia rebaudiana Bertoni através de membranas
descrito no Capitulo 3 e com base nos resultados apresentados no Capitulo 4. De um modo
geral, por meio dos resultados obtidos, pode-se concluir que o processo de
Ultrafiltracao/Diafiltracdo foi eficiente para a purificagdo do extrato da Stevia rebaudiana
Bertoni. Algumas conclusdes especificas sdo apresentadas a seguir:

- PMPC 10.000 Daltons

A membrana 10.000 Daltons (PMPC) apresentou os maiores valores de fluxo
permeado de extrato a 12 Psi. Nas pressdes de 8 e 10 Psi ndo ocorreu um aumento de fluxo
proporcional ao aumento da pressao.

A pureza nesta membrana apresentou resultados semelhantes, em torno de 25%,
para as trés pressoes testadas, parecendo que a faixa de variacdo de pressdo utilizada para
esta membrana ndo afetou sensivelmente a purificagdo do extrato.

A retirada de cor apresentou pequenas variagdes com as pressoes utilizadas. Esta
despigmentacdo ficou entre 60-80%, sendo que os maiores valores nesta faixa estdo a 8
Psi.

Na pressdo de 10 Ps a retirada de turbidez ficou na faixa de 95%, e & 8 e 12 Psi
obtiveram-se valores entre 80-90%.

Possivelmente os pigmentos causadores de cor no extrato tenham peso molecular
inferior as particulas responsaveis pela turbidez, visto que a 8 Psi, obteve-se uma melhor
retirada de cor, e com o aumento da pressdo estes pigmentos conseguiram atravessar a
membrana. Para a turbidez os melhores resultados foram obtidos a 10 Psi. Provavelmente
na pressdio de 8 Psi as particulas causadoras de turbidez permearam a membrana
lentamente, e com o0 aumento da presséo para 10 Psi ocorreu um certo bloqueio dos poros
de maneira a dificultar a passagem destas particulas. E a 12 Psi ocorreu uma forca
suficiente para desobstruir a passagem das particulas causadoras de turbidez através da

membrana.
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- PMPC 30.000 Daltons

A membrana de 30.000 Daltons (PMPC) apresentou os melhores resultados de
fluxo permeado entre 10 Ps e 12 Ps. Um aumento de pressdo de 10 para 12 Ps ndo
resultou um aumento proporcional do fluxo permeado, possivelmente devido ao “fouling”
ocorrido na superficie da membrana.

Os melhores valores de pureza (em torno de 33%) foram obtidos a 10 Psi. Nas
pressdes de 8 e 12 Ps os valores de pureza ficaram na faixa de 25-30%. Um aumento de
pressdo resultou num aumento de pureza nas pressoes de 8 e 10 Psi. E napresséo de 12 Ps
parece ter ocorrido uma certa restricdo a passagem dos adocantes pela membrana.

Nesta membrana a retirada de cor e turbidez foram diretamente proporcionais ao
aumento de pressdo. Os indices de retirada de cor & 12 Ps foram de 60-75%. Para a
turbidez os valores obtidos & 12 Psi foram de 92-95%.

-  PMPC 100.000 Daltons

A membrana de 100.000 Daltons apresentou altos valores de fluxos permeados
iniciais, porém ao longo da UF apresentou uma queda acentuada neste fluxo. Apesar desta
membrana apresentar maior porosidade ocorreu o fenbmeno do “fouling” em sua
superficie contribuindo para uma sensivel reducdo no fluxo permeado durante o
processamento.

Devido a sua maior abertura de poros resultou baixos valores de pureza e
despigmentacdo em relagdo as membranas de 10.000 e 30.000 Daltons, concluindo que
esta membrana ndo mostrou-se eficiente para a purificaco do extrato de estévia na pressao
de 8 Psi.
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A reducéo progressiva de cor e turbidez observada nas trés membranas testadas, nas
diferentes pressbes, pode ser atribuida a formacdo da camada gel na superficie da
membrana, que cresce com 0 tempo de processo e passa a se constituir numa verdadeira
membrana dindmica. Contribui, também, para a reducdo da cor e turbidez, a colmatacéo
gue ocorre na entrada dos poros superficiais da membrana, reduzindo de forma efetiva os
seus didmetros hidraulicos com conseqiiente aumento no poder de retencdo de particulas.
A ocorréncia destes dois fendbmenos parece contribuir para a reducdo no fluxo permeado,
gue se verifica durante 0s processamentos.

fluxo de &gua através das membranas foi sempre maior que o fluxo do extrato das
folhas da estévia, visto o0 extrato conter, além dos principios adocantes, impurezas e
pigmentos complexos.

De um modo geral, na pressdo de 8 Psi, os resultados obtidos de fluxo permeado,
pureza e despigmentacado para as trés membranas testadas foram mais baixos que a 10 e 12
Ps.. E os melhores resultados destes parametros foram obtidos na pressdo de 10 Psi para a
membrana de 30.000 Daltons.

No processo de purificacdo do extrato de estévia os resultados mostraram que
somente a UF ndo foi suficiente, necessitando de uma DF para retirar os adocantes
remanescentes do retentado.

Os ensaios de DF realizados com a membrana de 30.000 Daltons a 10 Psi elevaram

os valores de pureza do extrato de 33% para 55%.



6. SUGESTOES

Neste trabalho tedrico-experimental buscou-se abordar uma ampla faixa de

parametros importantes acerca do processo de purificagdo e concentragdo do extrato de

estévia com membranas. No entanto, encontramos algumas dificuldades em obter

informagdes sobre a purificagdo deste extrato utilizando processo com membranas. Os

estudos nesta area sao recentes, além do que 0s processos com estévia tém grande interesse

comercia, e a maioria do materia disponivel se encontra na forma de patentes

(principalmente japonesas) e sdo de dificil obtencdo. Assim, esperamos que este trabalho

tenha contribuido para o avanco das pesquisas de purificacdo do extrato de estévia com

processos de separacdo com membranas e que os resultados alcangados nesta pesquisa

possam se constituir numa motivagdo para outras pesquisas na area. Deste modo, fica

como sugestdes para trabalhos futuros:

Estudar a influéncia de pressoes superiores a 12 Psi nos parametros de fluxo
permeado, despigmentacdo e pureza no processo de UF/DF para a purificagdo do
extrato de estévia

Realizar uma microfiltracdo (MF) anterior & UF a fim de melhorar ainda mais os
resultados da UF/DF.

Redlizar a UF num processo continuo com a finadlidade de se efetuar uma
comparagdo com o0 processo batelada estudado

Estudar outros processos de purificagdo apOds o processo de separacdo com
membranas. troca idnica, sedimentacdo, adsorcdo, etc., a fim de retirar o

remanescente de pigmentos e elevar ainda mais a pureza do adocante.

Efetuar a Osmose Inversa, como um processo para se retirar a dgua do permeado da
diafiltracdo e aumentar a pureza do extrato.

Utilizar o processo de extragdo supercritica antes do processo de purificacdo com

membranas.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO | - Metodologia de Quantificacdo dos Adocantes da Stevia

rebaudiana Bertoni por Cromatografia de Papel

Neste anexo sera apresentada a metodologia de cromatografia de papel inicialmente
utilizada para a quantificacdo do extrato de estévia, mas que ndo foi utilizada neste
trabalho por ser uma técnica demorada, que pode apresentar interferéncias de outros

glicosideos do extrato.

8.1.1 Cromatografia de Papel

Foram efetuados testes de quantificacdo dos adocantes da estévia através de
cromatografia de papel e a extracdo dos principios adocantes das folhas da Sevia
rebaudiana Bertoni foi efetuada seguindo a proporcéo de folhas:agua contida na
metodologia de HASHIMOTO e MORIYASU (1978). O principio adocante foi extraido
por infusdo numa proporcdo de 1 g de folhas secas para 6 mL de &gua destilada e deixados
em repouso por 2 horas. Decorrido este tempo, filtrou-se a vacuo em papel de filtro
guantitativo. Este era o extrato cru, que também se chamou de chg, utilizado para a

aplicacdo nos papéis para cromatografia.

O papel de filtro Watman 1, foi recortado num tamanho adequado para a camara de
vidro. Um dos papéis foi umedecido com &cido borico 0,3 M e deixado secar.

Na atura de 5 cm da borda do papel foram marcados, com |4pis, pontos
distanciados 2,5 cm cada um ao longo de sua largura. Nestes pontos foram pingados,
cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta automatica, gotas de amostras preparadas de
D-glucose, D-maltose, tanino, sacarose, malto-dextrina, extrato de estévia e esteviosideo

padréo. Na hora de fazer a aplicagéo das gotas, aplicou-se uma gota, secou-se a gota com o
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auxilio de um secador, para fazer nova aplicacdo de amostra no mesmo ponto para que se
concentrasse a amostra e a gota nao ficasse muito grande. No caso do extrato foi aplicado
10 vezes no mesmo lugar. Os outros foram aplicados 5 vezes.

Foram feitas as aplicacbes em dois papéis de filtro, um com &cido borico outro nao.
E, entdo foram colocados numa camara de vidro, presos pela extremidade superior numa
cubeta contendo 200 ml da fase moével, uma solucdo de acetato de
etilasisopropanol:agua(6:3:1). Assim a fase mével vai se transportando através do papel até
alcancar as gotas aplicadas.

Também foi colocada a fase mével no fundo da camara (0 papel ndo entra em
contato com a solugdo do fundo) para que o meio fique saturado. A camara foi fechada e
lacrada com vaselina.

Apobs 15 horas e 45 minutos, observou-se que 0s papéis estavam impregnados com
0 meio solvente. Entdo efetuou-se a retirada dos papéis da camara. Os papéis foram
deixados secar a temperatura ambiente. Apés a secagem efetuou-se a aplicacdo da solugdo
reveladora. Deixou-se secar a temperatura ambiente. Entdo, depois de secas, 0s papéis
foram colocados na estufa a 100°C por alguns minutos, para finalizar a revelagdo das

manchas.

- Solucgdes Utilizadas em Cromatografia de Papel

Amostras

Foram preparadas varias solugdes de carboidratos com pesos moleculares
conhecidos. Assim, foram preparadas solugdes a 10% de D-glucose (P.M. =180,16), D-
maltose (P.M. =360,32), tanino (P.M. =1700), sacarose, malto-dextrina e esteviosideo
padréo.

Solucdo Reveladora

A solugdo reveladora usada para visualizar as manchas foi preparada com: 400 ml
de acetona + 4 g de difenilamina + 8 ml de anilina + 40 ml de &cido fosférico 85%.

Primeiro colocou-se a difenilamina num erlermeyer e com o auxilio de uma pipeta

adicionou-se a anilina, agitou-se. Depois, adicionou-se a acetona, e, por Ultimo, juntou-se o
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&cido fosforico. A mistura tornou-se branca, e agitou-se até a solugdo tornar-se amarelo-
claro transparente. A solucéo reveladora foi conservada em geladeira.

8.2 ANEXO Il — Limpeza das M embranas

Neste item serd apresentada a metologia de lavagem das membranas utilizada neste
trabalho, sendo que a limpeza das membranas, no modulo de filtracdo tangencial, foi
efetuada segundo as instrucdes do fabricante:

- Drenou-se 0 extrato da unidade
- Passou-se de 10 a 20 L de &gua destilada no sistema.

- Fechou-se a saida do permeado para garantir que o material encrustado da
membrana saisse no retentado ao invés de passar pela membrana, pois iria favorecer o
entupimento.

- Colocou-se 1000 mL de NaOH (0,5 M) num reservatério, bombeou-se 100 mL
desta solucdo de limpeza, a 40 -50°C, através do sistema, com o cuidado de ndo retornar o

retentado no reservatorio.

- Para sanitizar, e até retirar a coloragcdo marrom-esverdeado do sistema, foi usada

também solucéo de NaOCI (500 ppm) para limpeza e sanitizacdo das membranas.
- Deixou-se 0 sistema descansar por 30 minutos.

- Repetiu-se este passo quantas vezes foi necessario até o fluido que deixa o

sistema estar limpo aos olhos.

- Abriu-se a saida do permeado. Bombeou-se mais 100 mL através do sistema e

parou-se a bomba. Deixou-se 0 sistema descansar por 30 minutos.

- Enxaguou-se 0 sistema com agua ultrapurificada (Milli-Q, é&gua destilada,

deionizada ou equivalente)

- Para guardar as membranas por poucos dias, as mesmas foram colocadas em um

reservatorio com NaCl a 5%, em geladeira.



Anexos 117

ApoOs alimpeza, fazia-se um teste de fluxo de &gua limpa:
- Colocou-se em um reservatoério 1L de agua ultrapurificada.

- Retornou-se para este reservatorio o retentado e o permeado. Este € 0 modo de

reciclo total.

- Colocou-se a bomba na velocidade 8. Usando uma vélvula de estrangulamento,
fechou-se saida do retentado até obter uma pressdo de entrada de 5 Psi. Usando uma
proveta, mediu-se o fluxo de permeado e de retentado. Registrou-se o0s resultados.

- Aumentou-se a pressao de entrada para 10 Psi, e mediu-se o fluxo de permeado e

de retentado novamente. Registrou-se 0s resultados.

- Graficou-se o fluxo de permeado contra a pressdo transmembrana. Ocorreu uma
correspondéncia direta entre a pressdo e o fluxo: 5 Ps — x mL/min, 10 Ps — 2x mL/min, 15
Psi — 3x mL/min...

Ou sgja, o0 grafico teve um comportamento linear.

Este teste de &gua limpa foi usado para se descobrir a performance das membranas
e determinar quando limpé-las. Para fazer isto, efetuou-se a corrida do teste da égua limpa
para cada tipo de membrana, e através destes valores, foi possivel determinar a efetividade
do procedimento de limpeza. Se o fluxo de agua limpa final fosse menor ou igual que 80%
do primeiro valor de fluxo de agua limpa, poderia se selecionar um agente de limpeza mais
efetivo.

8.3 ANEXO Il - CurvasPadrodes

Neste anexo serdo apresentadas as curvas padrOes de adocantes e
absorbancia. A curva de adocantes foi utilizada para a quantificagdo dos adocantes na
cromatografia liquida de alta pressdo conforme citado no item 3.6.3. E a curva de
absorbancia foi utilizada para a leitura de absorbancia 6tica no cllculo de despigmentacdo

conforme citado no item 3.7.4.
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Curva Padrao
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Figura 8.3.1 -Curva Padrdo de Adocantes -Esteviosideo (St) e Rebaudiosideo A (Rb
A)
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Figura 8.3.2 - Curva Padr&o de Absorbancia Otica a 420 nm e a 670 nm.

8.4 ANEXO IV - Curvas de Concentracao de Adocantes e Teor de
Solidos Totais.

Nas Figuras 8.4.1 a 8.4.14 apresentam-se 0s graficos de concentracdo de adocantes
e teor de sblidos totais para a filtragéo tangencial, no permeado e retentado, nas membranas
de ponto de corte 10.000, 30.000 Daltons, nas pressdes de 8, 10 e 12 Ps, e 100.000
Daltons na pressdo de 8 Psi. Esses valores estdo envolvidos no célculo da percentagem de

pureza, conforme equacao (3.4), e apresentados no item 4.2.



Anexos 119

Membrana 10.000 Daltons - 8 Psi
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Figura 8.4.1 - Concentracdo de Adocantes (ng/mL) no Permeado e no Retentado em
Funcéo da Taxa de Concentragéo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de
10.000 Daltons a 8 Ps (PT = 6,6 Ps) - (Extrato Cru — St - 2603 ng/mL; Rb A - 1564

ng/mL).

Membrana 10.000 Daltons - 10 Psi
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Figura 8.4.2 - Concentracdo de Adocantes (ng/mL) no Permeado e no Retentado em
Funcéo Taxa de Concentragao de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 10.000
Daltonsa 10 Psi (PT = 8,7 Pd) - (Extrato Cru — St - 2342 ng/mL; Rb A - 1561 ng/mL).

Membrana 10.000 Daltons - 12 Psi
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Figura 8.4.3 - Concentracao de Adocantes (ng/mL) no Permeado e no Retentado pela
Taxa de Concentracdo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 10.000 Daltons
al2Ps (PT =10,8Ps) - (Extrato Cru — St — 2730,7 mg/mL; Rb A - 1506 ng/mL).
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Membrana 10.000 Daltons -8 Psi
| —A
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Figura 8.4.4 - Percentagem de Sélidos Totais no Permeado e no Retentado em Funcao
da Taxa de Concentracdo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 10.000
Daltonsa 8 Ps (PT = 6,6 Psi) - (Sdlidos Totais Extrato Cru = 1,72%).

Membrana 10.000 Daltons - 10 Psi
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Figura 8.4.5 - Percentagem de Solidos Totais no Permeado e no Retentado pela Taxa
de Concentracéo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 10.000 Daltons a 10
Ps (PT = 8,7 Ps) - (Solidos Totais Extrato Cru = 1,70%).
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Figura 8.4.6 - Percentagem de Solidos Totais no Permeado e no Retentado pela Taxa
de Concentracéo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 10.000 Daltons a 12
Ps (PT =10,8 Ps) - (Sdlidos Totais Extrato Cru = 1,60%).
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Membrana 30.000 Daltons - 8 Psi
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Figura 8.4.7 - Concentracao de Adocantes (ng/mL) no Permeado e no Retentado pela
Taxa de Concentracdo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 30.000 Daltons
a8Ps (PT =6,7Ps) — (Cru— St =2076 ng/mL eRb A = 1487 ng/mL).

Membrana 30.000 Daltons - 10 Psi
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Figura 8.4.8 - Concentracao de Adocantes (mg/mL) no Permeado e no Retentado pela
Taxa de Concentracdo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 30.000 Daltons
al0Ps (PT =8,7Pd) - (Cru— St =2990 ng/mL eRb A = 1712 ng/mL).

Membrana 30.000 Daltons - 12 Psi
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Figura 8.4.9 - Concentracao de Adocantes (mg/mL) no Permeado e no Retentado pela
Taxa de Concentracdo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 30.000 Daltons
a12Ps (PT =11 Ps) - (Cru — St = 2076 mg/mL e Rb A = 1487 ng/mL).
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Membrana 30.000 Daltons - 8 Psi
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Figura 8.4.10 - Percentagem de Sdlidos Totais no Permeado e no Retentado pela Taxa
de Concentracdo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 30.000 Daltons a 8
Ps (PT = 6,7 Ps) — (Solidos Totais no Extrato Cru = 1,51%).
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Figura 8.4.11 - Percentagem de Sdlidos Totais no Permeado e no Retentado pela Taxa
de Concentracéo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 30.000 Daltons a 10
Ps (PT = 8,7 Ps) - (Solidos Totais no Extrato Cru = 1,70%).
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Figura 8.4.12 - Percentagem de Sdlidos Totais no Permeado e no Retentado pela Taxa
de Concentracéo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 30.000 Daltons a 12
Ps (PT =11 Ps) - (Solidos Totaisno Extrato Cru = 1,50%).
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Membrana 100.000 Daltons - 8 Psi
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Figura 8.4.13 - Concentracdo de Adocantes (ng/mL) no Permeado e no Retentado
pela Taxa de Concentracéo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 100.000
Daltonsa8 Ps (PT =7,5Ps) — (Cru — St =2342 ng/mL e Rb A = 1553 ng/mL).
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Figura 8.4.14 - Percentagem de Sdlidos Totais no Permeado e no Retentado pela Taxa
de Concentracéo de Volume na Membrana de Ponto de Corte de 100.000 Daltons a 8
Ps (PT =7,5Ps) — (Solidos Totais no Extrato Cru = 1,43%).

8.5ANEXO V - Andlise das Resisténcias Envolvidas no Processo de UF

Neste anexo estdo apresentados os valores da resisténcia Ry, que representa a
resisténcia intrinsica da membrana em funcéo da camada gel, camada filtrante e didmetro
dos poros, e da resisténcia Ry, que representa as resisténcias de colmatacéo interna R
(adsorcéo) e externa R. (devido ao fenbmeno de polarizacdo e depdsito de particulas)

formadas no decorrer da filtrag&o.
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Tabela 85.1 - Ressténcias das Membranas de Ponto de Corte 10.000, 30.000 e

100.000 Daltons.

PM pc (Daltons) Pressio de Entrada (Psi) Rm (m™) Rq (M™)
10.000 8 5,9465 E+12 1,467 E+15
10.000 10 6,0096 E+12 1,2891 E+15
10.000 12 6,0812 E+12 1,6003 E+15
30.000 8 1,06608 E+12 2,6672 E+15
30.000 10 8,6558 E+11 1,2891 E+15
30.000 12 1,1785 E+12 1,8337 E+15
100.000 8 3,286 E+11 1,0528 E+15

8.6 ANEXO VI - Cromatogramas

Neste anexo sdo apresentados os cromatogramas realizados por cromatografia

liquida de dta performance (CLAP). Estdo demonstrados os cromatogramas do extrato cru

de estévia, do filtrado e da solucéo padrdo de adogantes (1000mg/mL).
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0.0E+00

Unknown 1.83

Unknown 2.79

Unknown 3.75
Unknown 6.58

Unknown 7.50

Unknown 9.08

Unknown 12.13

File name

Acqu. Date

extrato - dia 05/05/99 -

Vial # = 1 Rack #

Control Method

|
|
|
E Info
|
|
i

# Name

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

SO s W N R

2.00

=1

Rt

1.83
2.79
3.75
6.58
7.50
9.08
12.1

Total Area of Peak =

ISep-99 15:38:28,SILVANIA Page 1

4.00 6.00

CHA 006.CHl User

5-May~-99 17:16:10

Area

118009.
238196.
92326.
288061.
1536851.
208803.

3 565107.

3047356.00

8.00

coluna 22 cm

400
900
100
300
700
200
400

10.00

12.00

SILVANIA Curr.

Quantity

SCOO0OO0OO0O0OO0o

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

14.00

Date

16.00 [min]

23-Sep-99

- 1.5 mL/min - diluicdo 1:5

15:38:28
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' File name : F 034.CH1 User : SILVANIA Curr. Date : 23-Sep-99 16:17:34
|
| Acqu. Date : 5-May-99 18:14:12
! Info
; filtrato 3 - dia 05/05/99 - coluna 22 cm - 1.5 mL/min - diluic&o 1:3
|
Vial # = 1 Rack # =1
Control Method
# Name Rt Area Quantity
1 Unknown 1.84 123669.600 0.000
2 Unknown 4.061 100581.600 0.000
3 Unknown 6.44 338716.400 0.000
4 Unknown 7.46 1861524.200 0.000
5 Unknown 9.00 110697.600 0.000
6 Unknown 12.07 593518.700 0.000

Total Area of Peak = 3128708.10

-Sep-99 16:17:32,SILVANIA,Page 1
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File name : PAD 086.CHl User : SILVANIA Curr. Date : 23-Sep-99 16:35:20
Acqu. Date : 1-Jun-99 4:53:50

Info
padrdoc 1500 microG/mL - coluna 22 cm - 1,5 mL/min (padrdo preparado em 22/05/99)

vVial # = 1 Rack # =1

Control Method

# Name Rt Area Quantity
1 Unknown 6.82 4687006.100 0.000
2 Unknown 8.24 168781.100 0.000
3 Unknown 10.89 2982527.000 0.000

Total Area of Peak = 7838314.20

-99 16:35:18,SILVANIA,Page 1



