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RESUMO

O esteviosideo e rebaudiosideo A sdo os principais edulcorantes da planta
estévia (Stevia rebaudiana (Bert) Bertoni). Esses glicosideos sdo utilizados como
edulcorante alimenticio em muitos paises do mundo. O esteviosideo tem sabor doce
intenso seguido de amargo residual, enquanto o rebaudiosideo A tem sabor doce,
porém nao apresenta sabor amargo residual.

Este trabalho teve o objetivo de recuperar os compostos adogantes do
caramelo, um subproduto industrial do processo de extragdo de esteviosideo e
rebaudiosideo A, através de tratamento em resinas de troca i0nica. Foram estudadas
combinagdes de diferentes resinas de troca ionica, efeito da quantidade da mistura
de resinas, concentracdo de caramelo no processo em batelada e posteriormente a
clarificagdo de caramelo utilizando um conjunto de colunas continuas em escala
piloto.

Os melhores resultados de clarificagao do caramelo foram obtidos através
do tratamento do caramelo em coluna de troca i6nica de acido forte Amberlite
2520Na e coluna de troca anidnica de base fraca IRA-96-SB, ligadas em série,
utilizando-se solugdo 9% de caramelo e vazao igual a 5 volumes-leito/h. Foi obtido
clarificagdo do caramelo superior a 90% sem perda significativa dos compostos
adogantes.

O volume de solugdo de caramelo tratado nas colunas foi superior a 200
ciclos de regeneracdo, sendo que no final houve uma perda de 5 das resinas e de 9%

da eficiéncia das resinas.

xxiii






ABSTRACTS

Stevioside and rebaudioside A are the principals sweeteners of the stevia
plant (stevia rebaudiana (Bert) Bertoni). These glycosides are used as food
sweeteners in many countries over the world. The stevioside has an intense sweet
flavor followed by a residual bitterness, while the rebaudioside A has a sweet flavor,
however without the residual bitterness.

This work intends to show a way to recuperate the sweeteners of the
caramel, an industrial by-product from the stevioside and rebaudioside A’s
extraction process, through the treatment in ion exchange resins. Many aspects were
studied, including different combinations of ion exchange resins, the effect of the
quantity of the resins mixture, the effect of the caramel concentration in the batch
process and the caramel clarification in a pilot scale.

The best results in caramel clarification were obtained when a solution of
9% of caramel was treated with a strong acid ionic exchange resin Amberlite 252-
Na and a weak base ionic exchange resin IRA-96-SB, which were used in columns
and linked in serial. It was obtained 90% of clarification without a significant loss of
the sweeteners when it was used flow rate of five bed-volume/hours.

The volume of caramel solution treated in the columns was higher than
200 cycles of regeneration. In the end, 5% of the resins and 9% of the resins

efficiency were lost.
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1. INTRODUCAO

Nos dias atuais, o conceito de saude tem sido mudado ¢ a introducao de
novos aditivos alimenticios tem modificado os habitos alimentares do homem, que
cada vez mais procura melhorar a sua qualidade de vida. Seja por problemas
estéticos ou de saude, o homem estd substituindo o conhecido e consagrado agticar
(sacarose) por produtos conhecidos como edulcorantes, compostos com sabor
semelhante a sacarose, porém de baixo valor caldrico ou completamente sem
calorias (ANGELUCCI, 1989).

Dentre os edulcorantes, destacam-se o esteviosideo e o rebaudiosideo A,
principais glicosideos diterpénicos extraidos de uma planta conhecida como Stevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni, ou simplesmente estévia. A propriedade edulcorante da
estévia ja era conhecida pelos indios Guaranis, que usavam para edulcorar chdas e
bebidas medicamentosas (SAMANIEGO, 1946).

Os glicosideos retirados da estévia sdo utilizados como edulcorante
alimenticio em muitos paises do mundo. Desde 1970, o esteviosideo ¢ utilizado no
Japao como agente edulcorante ¢ em bebidas, dominando hoje cerca de 40% deste
mercado, com um consumo acima de 200 toneladas anuais.

No Brasil, os glicosideos da estévia foram aprovados em meados de 1987
como agentes flavorizante e edulcorante em varias classes de alimentos e nos
Estados Unidos em 1996 para ser utilizado como ingrediente para suplemento

dietético.



O esteviosideo ¢ o glicosideo presente em maior quantidade nas folhas de
estévia, tem sabor doce intenso, seguido de um amargo residual (aftertaste). Em
seguida tem-se o rebaudiosideo A, que ¢ igualmente doce, entretanto ndo apresenta o
sabor amargo residual. Estes glicosideos sdo totalmente estaveis na faixa de pH 3 a
11 e ao calor, o que os tornam interessantes sob o ponto de vista da industria
alimenticia (GOTO & CLEMENTE, 1998).

A Steviafarma Industrial S.A., Gnica empresa brasileira a fazer extragao
de esteviosideo, utiliza em seu processo a cristalizagdo. Este processo gera um
subproduto, com quantidades significativas de esteviosideo e principalmente
rebaudiosideo A. Este subproduto denominado de caramelo consiste de um p6 com
uma coloracao marrom-esverdeada e sabor doce agradavel, porém com forte aroma

de erva.



2. OBJETIVOS DO ESTUDO

Tendo em vista que a geracdo de caramelo, durante a produgdo de
esteviosideo, ¢ da ordem de 15% do produto final e possui sabor extremamente
agradavel, torna-se altamente vantajoso a sua recuperagao.

Este trabalho teve por objetivo estudar a clarificagdo e purificagdo de
solucdes aquosas de caramelo para obtengao de esteviosideo e rebaudiosideo A, por
meio da utilizacao de resinas de troca i6nica, avaliando-se os seguintes parametros:

e Escolha do conjunto de resinas apropriadas para a clarificagao;
e Eficiéncia do processo;
e Metodologia de regeneragao;

e Tempo de vida util do conjunto de resinas.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. EDULCORANTES

Os edulcorantes ou adogantes sdo produtos capazes de adogar um
alimento em substituicdo ao aglcar naturalmente presente ou adicionado a esse
alimento.

Edulcorantes, segundo a Resolugdo MERCOSUL/GMC n°. 83/93, sao
substancias diferentes dos aguicares que conferem sabor doce ao alimento.

ANGELUCCI (1990) propos as seguintes defini¢cdes: edulcorantes sao
substancias com sabor extremamente doce, nao necessariamente agucares ou polidis,
embora possa conté-los como parte integrante de suas moléculas, nao
necessariamente energéticas, com poder edulcorante muito superior a sacarose.

CANDIDO & CAMPOS (1996) enumera as seguintes caracteristicas para
um edulcorante ser considerado ideal: poder edulcorante igual ou superior ao da
sacarose; disponibilidade comercial; custo comparavel ao da sacarose (baixo
custo/unidade de dogura); compatibilidade quimica com aditivos, como
aromatizantes e corantes; inertes aos demais componentes dos alimentos; incolor;
inodoro; facil solubilidade; estabilidade quimica e térmica; isento de toxicidade;
normalmente metabolizado, ou resistente a digestdo; apresentar valor caldrico
reduzido (<2 Kcal/g) ou ser isento de calorias; ndo promover diarréia osmotica; nao
promover cdries; permitir niveis irrestritos de utilizagdo; proporcionar qualidades

funcionais.



Tem sido propostas vdrias classificacdes para edulcorantes e adogantes,
baseadas em sua origem ¢ valor calorico. A Comunidade Economica Européia e o
Codex Alimentarius classificaram os substitutos do agucar em dois grupos:
edulcorantes intensos, que fornecem somente dogura acentuada, ndo desempenham
nenhuma outra fungdo tecnologica no produto final, sdo pouco caloricos ou
efetivamente nao caloéricos e sdo utilizados em quantidades muito pequenas; e
adogantes de corpo, que fornecem energia e textura aos alimentos. Geralmente
contém o mesmo valor caldrico do agucar e sdo utilizados em quantidades maiores
(CANDIDO & CAMPOS, 1996).

Existe um grande nimero de compostos capazes de produzir o sabor doce,
entretanto, s6 alguns entre os naturais e sintéticos sdo permitidos em alimentos
(MIOTTO, 2002).

No Brasil sao comercializados diversos edulcorantes intensos, porém o

unico de origem natural sdo os glicosideos retirados da estévia.

3.2. EDULCORANTES SINTETICOS

3.2.1. Aspartame

O aspartame (Figura 1) foi descoberto acidentalmente. Nos anos 60, um
dos projetos da G.D. Searle and Company, era encontrar um inibidor para gastrina,
produto utilizado no tratamento da tlcera. O tetrapeptideo terminal da gastrina foi

empregado como padrao para o ensaio bioldgico e o aspartame foi o intermediario



na sintese. Em 1965, o pesquisador James M. Schlatter aquecia o aspartame em um
frasco contendo metanol, contaminou suas maos com a mistura. Minutos apos,
levando o dedo a boca para folhear um livro sentiu um sabor extremamente doce
(CANDIDO & CAMPOS, 1996). O aspartame tem um gosto pronunciadamente
doce, sendo aproximadamente 180 vezes mais doce do que a sacarose em solugdo
aquosa (MAZUR, 1984).
0 0
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Figura 1: Estrutura quimica do Aspartame (Metil éster do L-aspartil-L-fenil-
alanina) (CANDIDO & CAMPOS, 1996).

Pesquisas subseqiientes mostraram que muitas o-amidas do d4cido
aspartico sdo também muito doces. Este dipeptideo ¢ mais aceitavel e relativamente
mais doce em concentragdes baixas do que em concentragdes elevadas. E estavel na
forma liquida até o pH 3, mas € instdvel com variacOes extremas de pH. Esta
instabilidade se manifesta através de uma perda da dogura durante o
armazenamento. Temperaturas prolongadas de cozimento, como as encontradas em
frituras e assados, podem causar uma degradagao significativa do aspartame em

dicetopiperazina com uma perda conseqiiente de dogura. Por esta razdo a "Food and



Drug Administration (FDA)" requer que o rétulo do produto especifique que o
aspartame nao deve ser usado para cozinhar ou assar.

Uma preocupacgao em torno da seguranga de uso do aspartame diz respeito
ao seu contetido de fenilalanina e de aspartato.

A fenilcetontria (PKU) ¢ um defeito genético do metabolismo da
fenilalanina que ocorre um em cada 10.000 nascimentos. Em pessoas com PKU, se
os niveis de fenilalanina ndo s3o cuidadosamente mantidos abaixo de
aproximadamente 12 mg/100 mL de sangue durante a gravidez e desenvolvimento, o
risco de anomalias fetais e retardo mental ¢ elevado. E exigida a rotulagdo clara do
aspartame para indicar que contém fenilalanina e que a ingestdo ¢ limitada para
individuos com PKU. Similarmente, quaisquer produtos alimenticios contendo
aspartame teriam que ser assim rotulados.

A "Food and Drug Administration" (FDA) aprovou o aspartame em 1981,
para uso como um substituto do aciicar de mesa, como comprimido adogante, ou
como um aditivo em cereais, misturas de bebidas, café e chas instantaneos,
gelatinas, pudins, recheios, laticinios e coberturas.

A Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) aprovada para o aspartame foi de 40 mg/kg

conforme EEC Report for food on sweeteners (1984).

3.2.2. Sacarina
Descoberta acidentalmente por Remsen e Fawberg em 1879, a sacarina

foi considerada, até recentemente, a substancia mais doce conhecida.



A sacarina (Figura 2) ¢ uma O-sulfobenzimida de formula geral

C7H35NO3S ¢ um composto aromatico usado principalmente na forma de sal de

sodio.

N—Na.2 H,0

SO,

Figura 2: Estrutura quimica da Sacarina (1,2-benzisotiazol-3(2H)-um 1,1-di6xido)

(CANDIDO & CAMPOS, 1996).

Em um excesso de concentracdao (0,1%), tende a ter gosto amargo. A
sacarina ¢ farmacologicamente inerte e efeitos desagradaveis sdo muito raros. Casos
de fotossensibilizagdo e reagdes alérgicas como urticdria ja foram relatados
(MILLER et al., 1974).

Em 1984, apos cuidadosa revisdo, o Comité Cientifico para Alimentos,
aprovou o uso da sacarina (EEC-Report for food on sweeteners, 1984). Também em
1984, o JECFA estabeleceu para a sacarina a IDA provisoria de 2,5 mg/Kg. Em
1993 este valor foi elevado para 5 mg/Kg. Em 1959, quando foi reconhecido como
GRAS, a IDA era de 500 mg para criancas ¢ 1000 mg para adultos (CANDIDO &

CAMPOS, 1997).



3.2.3. Ciclamato (ciclohexilsulfamato)

A dogura do ciclamato de sodio (Figura 3) foi descoberta acidentalmente
por Michael Sveda na Universidade de Illinois, quando ele ficou curioso a respeito
do gosto de um cigarro que ele tinha colocado em cima de algumas substancias
quimicas em um banco de laboratorio. E denominado acido ciclohexilsulfamico,
podendo existir sob quatro formas quimicas: Acido ciclamico, ciclamato de calcio,
de sodio e de potassio. O sal sédico € o mais utilizado, embora o sal de calcio possa
ser utilizado em dietas hipossodicas. O ciclamato ¢ cerca de 30 vezes mais doce que

a sacarose, t€ém gosto doce, seguido de amargo, ¢ livremente solivel em agua.

NHSO3Na

Figura 3: Estrutura quimica do Ciclamato (Ciclohexilsulfamato de s6dio)

(CANDIDO & CAMPOS, 1996).

Tem havido relatos da excrecdo de cicloexilamina na urina, apds a
administracdo oral de ciclamato. Parece que o ciclamato ¢ transformado em
ciclohexilamina, pela flora do trato gastrintestinal baixo, por cerca de 25% dos seres
humanos, quando ingerido oralmente. A maior preocupacao surge da observagao de

que, quando ratos foram injetados com ciclohexilamina, houve uma relagdo direta
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entre concentragao da dose e a percentagem de células espermatogdnicas e da
medula 6ssea exibindo quebras cromossomicas (LEGATOR et al., 1969). Este tipo
de anormalidade cromossdémica pode ter um significado potencial mutagénico,
teratogénico e carcinogénico.

Os ciclamatos podem ainda induzir quebras cromossdmicas tanto em
leucécitos como em cultura de células em mono camadas da pele humana e células
cancerosas in vitro. A demonstracao de danos citogenéticos as células germinativas
e somaticas ¢ evidéncia de um provavel risco genético (EPSTAIN et al, 1969).

Em outubro de 1969, o Secretario de Saude, Educacdo ¢ Bem-Estar
(NEW-EUA) baniu o uso dos ciclamatos em bebidas e alimentos, a partir de janeiro
de 1970, nos Estados Unidos (U.S. Congress report, 1970). Os ciclamatos foram
retirados da lista GRAS. Em agosto de 1970, a venda de todo ciclamato foi proibida
nos Estados Unidos. Em razdo das questdes ndo resolvidas quanto ao risco do
ciclamato e sacarina produzirem cancer em seres humanos, a FDA tem mantido a

proibi¢ao desde 1969 para os ciclamatos.

3.2.4. Acesulfame K

O acesulfame K (Figura 4) foi descoberto por Karl Clauss e H. Jensen, da
Companhia Hoechst, em 1967, na Alemanha, de forma acidental quando os
pesquisadores trabalhavam no desenvolvimento de novos produtos e descobriram
um composto de gosto doce, ndo sintetizado anteriormente (CANDIDO &

CAMPOS, 1996).
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O acesulfame K ¢ um sal de potassio do 3,4-diidro-6-metil-1,2,3-

oxiatiazina-4-um-2,2-dioxido, o qual ¢ um derivado do acido acetoacético.

CH;

Figura 4: Estrutura quimica do Acesulfame K (CANDIDO & CAMPOS, 1996).

As propriedades sensoriais do acesulfame K sdo similares aos da sacarina.
O poder edulcorante ¢ cerca de 130 vezes o da sacarose a 4% (CROSBY E
WINGARD, 1979). A Hoechst A.G. (Frankfurt, Alemanha Ocidental) trabalhou nos
processos de aplicagao deste adogante e relataram que as avaliagdes toxicologicas do
acesulfame K foram concluidas com sucesso. O acesulfame K foi, portanto
reconhecido pela EEC com uma IDA de nove mg/kg. Foi reconhecido nos Estados

Unidos, no Japao, no Brasil e outros Paises. (INGLETT, 1984).

3.2.5. Sucralose
A sucralose (Figura 5) foi desenvolvida em 1976 por pesquisadores da

Tate & Lyle Specialty Sweeteners (Inglaterra), e pelo grupo do professor Hough, do
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Queen Elizabeth College, agora parte do King’s College, na Universidade de
Londres. Existem relatos de que o sabor doce da sucralose foi descoberto quando um
estudante ndo entendeu corretamente uma solicitagao e verificou que o composto era
doce.

Entre os 1943 derivados teoricamente possiveis, o 1,6-dicloro-1,6-dideoxi
B-D-frutofuranosil, 4 cloro-4-deoxi-a-D-galactopiranosideo foi denominado
sucralose. A nomenclatura quimica ¢ as vezes abreviada para 4,1’,6’-tricloro-4,1,6’-
trideoxi-galacto-sacarose ou TGS. O termo galactosacarose representa um derivado
da sacarose que sofreu inversao da configuragcdo na posi¢ao 4-, convertendo o anel

glicopiranosil em uma unidade galactopiranosil.

CH,CI

al o CH,CI

OH

‘ 0 CH,CI
OH OH

Figura 5: Estrutura quimica da Sucralose (CANDIDO & CAMPOS, 1996).

A sucralose ¢ 600 vezes mais doce que a sacarose. Os valores de dogura
sao altamente dependentes do sistema (pH, temperatura, concentracdo) e podem

variar em diferentes produtos alimenticios ou bebidas.
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E um edulcorante ndo calérico, pois suas ligagdes carbono-cloro sdo
estaveis e nao sao hidrolisadas durante a digestdo ou metabolismo, sendo rapida e
totalmente excretada nas fezes. Pode ser ingerido por diabéticos.

Durante quinze anos foram realizados mais de 140 estudos para
demonstrar a seguranga da sucralose. As conclusdes obtidas dos estudos foram de
que a sucralose ndo gera efeitos teratogénicos ou mutagénicos, ndo apresentando
toxicidade na reproducdo e ao feto. Administrado em criangas nao causa riscos a
saude, nem interfere no nivel normal de crescimento (CANDIDO & CAMPOS,

1996).

3.3. EDULCORANTES NATURAIS

3.3.1. Esteviosideo
3.3.1.1. Historico

Na ¢época da colonizagdo da América do Sul pelos espanhois e

portugueses, entre os paralelos 199 e 2490 de latitude sul e os meridianos 620 e 540 a
oeste de Greenwich, nas imediagdes do Tropico de Capricornio, compreendendo
todo o territério Paraguaio e regides limitrofes do Brasil, Argentina e Bolivia,
habitavam com predominancia, os indios nativos Tupi-guaranis. Eles utilizavam as
folhas de uma pequena planta que denominaram Kaa-Hé-€, que em guarani,
significa erva doce. Esta planta, também conhecida como Caa-jhe-hé, Ca-a-yupé

(doce), Azuca-caa (erva de acucar) e Eira-Caa (erva de mel), pela propriedade
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extremamente doce de suas folhas, era utilizada para adocar diversas preparagdes
medicinais (BER BUND, 1920).

As primeiras noticias do Kad-Hé-é para o mundo civilizado estavam
contidos em documentos informativos, enviados pelos conquistadores a Espanha.
Tais documentos davam noticia de que a planta era conhecida dos indigenas desde
tempos remotos e que eles a usavam para edulcorar bebidas medicamentosas e
especialmente para adocar o mate cozido, (SAMANIEGO, 1946).

Somente em 1887 foi que, pela primeira vez, o Kaa-Hé-€ teve uma
abordagem cientifica dada pelo naturalista Moisés S. Bertoni, sui¢co de nascimento ¢
radicado no Paraguai, que a descobriu durante suas excursdes de estudos pelas
extensas florestas do Paraguai Oriental. Bertoni enviou parte da sua amostra para
analise quimica ao Dr. Ovidio Rebaudi, quimico paraguaio dedicado aos estudos de
produtos naturais, que realizou os primeiros ensaios quimicos sobre a planta,
publicando-os em 1900 na revista Quimica e Farmacia de Buenos Aires. Em 1899,
Bertoni denominou a planta como Eupatoriun rebaudianun sp, dedicando-a, como
merecida homenagem, ao ilustre quimico.

Em 1904, um estudo botanico completo comprovou que efetivamente se
tratava de uma Eupatoriae, porém do género Stevia ¢ em 1905, a planta foi
denominada Stevia rebaudiana e, mais tarde, a Sociedade Botanica, em homenagem
a Bertoni, denominou-a Stevia rebaudiana Bertoni. Em 1905, Bertoni publicou uma

traducdo em francés dos trabalhos de Rebaudi e transferiu a planta do género
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Eupatoriun, que originalmente ele havia classificado, para o género Stevia, como ¢

conhecida até hoje (BERTONI, 1905).

3.3.1.2. Aspectos botanicos

O género Stevia pertence a familia Compositae (Asteraceae) da classe
Eupatoriae. E encontrada em todo o mundo, com uma distribui¢do que vai do sul
dos Estados Unidos ao norte da Argentina, onde o clima ¢ tropical.

Existem cerca de 300 espécies de Stevia conhecidas, sendo que 80 sdo
originarias da América do Norte, onde pelo menos 70 destas sdo do México
(BRUCHER, 1974).

Membros desse género compreendem ervas e arbustos, encontrados
freqliientemente a uma altitude de 500 a 3000 metros do nivel do mar. Embora sejam
normalmente encontradas em terras montanhosas de clima semi-arido, existem
espécies que habitam pastagens, montanhas arborizadas, caatingas e florestas de
coniferas (SOEJARTO, et. al., 1983).

As plantas do género Stevia sdo encontradas, especialmente na América
do Sul, onde o clima tropical favorece o seu desenvolvimento. No Brasil foram
mencionadas 14 espécies (PAGLIOSA, 1981). De todas as espécies, sabe-se que
apenas a Stevia rebaudiana ¢ explorada comercialmente para extragao dos principios

adocantes.
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E um arbusto nativo das terras altas da serra do Amambai no nordeste do
Paraguai e no sudeste do Brasil. E conhecida por diversos nomes, entretanto tornou-
se comum chama-la apenas de estévia (GOTO & CLEMENTE, 1998).

A parte aérea da estévia se enquadra em quatro diferentes aspectos de
crescimento:

Aspecto de crescimento I: Planta inica com brotos pouco desenvolvidos.

Aspectos de crescimento II: Planta com eixo principal dominante e galhos
poucos desenvolvidos.

Aspectos de crescimento III: Planta com eixo principal dominante e
galhos laterais bem desenvolvidos.

Aspectos de crescimento [V: Planta ramificada, dotado com muitos eixos
dominantes e galhos laterais pouco desenvolvidos.

Apesar dessa diversificagdo de plantas, tanto a massa foliar quanto o
conteudo de adocantes sdo mais influenciados pela pratica agrondmica (TATEO et
al., 1999).

Apresenta as seguintes caracteristicas botanicas:

“Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni (Figura 6), da familia das compostas,
perene de floragdao em dias curtos, possuindo ciclo vegetativo de 90 a 120 dias.
Subarbusto ereto de 1 m de altura; caule pardo, pubescente e folioso até o apice;
folhas opostas, subsésseis, ovado oblongas, obtusas, cuneiformes na base, 3
nervadas membranas, tormentosas na parte inferior, até 6 cm de comprimento; 7 - 15

mm de largura; flores palidas com escamas pardo-esverdeadas, agudas e
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pubescentes, reunidas em capitulos corimbiformes de 4 - 5 e estes dispostos em
paniculas frouxas; fruto aquénio pequeno e com angulos pilosos” (ROBINSON,

1930).
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Figura 6: Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni
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3.3.1.3. Aspectos quimicos

O esteviosideo tem formula quimica C;gHgoO;g € peso molecular de 804.
Sua hidroélise resulta em uma aglicona de formula quimica C,yH;,0; na propor¢ao
de 40,38% e D-glucose na propor¢dao de 66,32%. Sendo assim propds-se uma

equagdo para sua hidrolise:

Cs33HeoO15 + 3H,O - Cr0H3005 + 3CsH 206

Esteviosideo Aglicona D-glucose

Em 1955, elucidou-se a estrutura quimica do esteviosideo.

Durante o estudo de caracterizacdo do esteviosideo, os pesquisadores
verificaram que o extrato bruto das folhas tinha um paladar muito mais agradavel,
indicando a presenca de outros componentes que ajudam na melhoria do sabor.

Dessa forma, além do esteviosideo, foram identificados outros glicosideos
que colaboravam com a docura do extrato de estévia. Estes glicosideos foram
nomeados de rebaudiosideo A, B, C, D ¢ E.

Uma analise das folhas de estévia mostrou que os componentes em maior
quantidade sdo: esteviosideo (5-10% p/p), rebaudiosideo A (2 a 4% p/p)
rebaudiosideo C (1 a 2% p/p) e dulcosideo A (0,4 a 0,7 % p/p). Por esses dados
verificou-se que os produtos de maior interesse nas folhas de estévia sdo o
esteviosideo (registrado no Chemical Abstract com o n°® 57817-89-7) exibindo o P.F.

de 196-198 °C; [oc]D20 -43,2; C33Hg00;5 e rebaudiosideo A (registrado no Chemical
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Abstract com o n° 58543.16-1), P. F. de 237-239 °C; [a]p™ -18,5; CusH7Ons
(KINGHORN e SOEJARTO, 1985). As estruturas quimicas do esteviosideo ¢ do

rebaudiosideo A estdo ilustradas nas figuras 7 e 8 respectivamente.
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OH 0

Figura 7: Estrutura quimica do esteviosideo (ALVAREZ & KUSUMOTO, 1997).

CH,OH

OH o]

Figura 8: Estrutura quimica do rebaudiosideo A (ALVAREZ & KUSUMOTO,

1997).
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A dogura do rebaudiosideo A ¢ 450 vezes superior ao da sacarose, mas como no
esteviosideo sua poténcia decresce com o aumento da concentragdo. O sabor amargo
residual, ainda persiste, mas em intensidade muito menor que o esteviosideo,
tornando-o com sabor mais proximo da sacarose. O fato do rebaudiosideo A ter
qualidade de sabor superior ao esteviosideo tem incentivado muitos paises, tais
como Japao, Estados Unidos, Israel e Brasil, a desenvolver este adogante em escala
comercial. O rebaudiosideo A, diferente do esteviosideo, é totalmente soltivel em
agua e o sabor doce nao persiste na boca por muito tempo.

Além dos componentes adogantes, a estévia apresenta inimeros
constituintes metabolicos que nao apresentam dogura, tais como diterpenos,
triterpenos, esterodis, flavondides e 6leos volateis (YAMAZAKI, et. al, 1976).

SUZUKI et al (1976) isolaram e identificaram a rutina, um pigmento
flavonodide de cor amarela, em cultura de calos de folhas de estévia.

A folha seca de estévia contém aproximadamente 42% p/p de substancias
soluveis em agua (KANEDA et. al. 1977).

CHANG & COOK (1983) realizaram uma analise completa do extrato
aquoso das folhas de estévia com o intuito de determinar a sua composi¢cao nao
glicosidica. Estes autores mostraram que 30% dos solidos totais da estévia sdao
glicosideos esteviosidicos, permanecendo 70% de impurezas de natureza orgénica e
inorganica. Os pigmentos encontrados no extrato foram as clorofilas o e f,
xantofilas, B-caroteno e outros dois pigmentos nao identificados. O conteudo de

gomas foi aproximadamente 7 a 15% do total de sélidos. A principal goma contida
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foi a goma ardbica. A goma karaya também foi encontrada. O conteudo de matéria

inorganica foi de aproximadamente 13% dos solidos onde os principais

componentes foram fons alcalinos, especialmente o K*. Dentre os 4cidos organicos
determinados, estavam o acido tartadrico como o mais abundante, seguido do acido

formico e do acido citrico.
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A Figura 9 ilustra as caracteristicas de varios glicosideos presentes nas

folhas de estévia.

Produto Formula Quimica P.M. R R, Rs
Esteviolbiosideo (C5,H50012) 626,7 Glicosil H H
Esteviosideo (C33Hg0O13) 804,9 Glicosil H Glicosil
Rebaudiosideo A (C44H70013) 967,0 Glicosil Glicosil Glicosil
Rebaudiosideo B (C35Hg0O13) 804,9 Glicosil Glicosil H
Rebaudiosideo C (C44Hg0022) 951,0  Rhammnosil  Glicosil Glicosil
Rebaudiosideo D (Cs50HgO22) 1129,1 Glicosil Glicosil  Glucosil® — 'Glucosil
Rebaudiosideo E (C44H70023) 967,0 Glicosil H Glucosil® — 'Glucosil
Dulcosideo A (C33H40O13) 804,9  Rhamnosil H Glicosil

CH,OH
(6]

OH

Figura 9: Estrutura dos glicosideos adogantes existentes nas folhas de estévia

(ALVAREZ & KUSUMOTO, 1987).
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3.3.1.4. Aspectos toxicoldgicos

Realizaram-se estudos cientificos sobre a seguranca da ingestao de
estévia e seus glicosideos. Estes estudos ndo mostraram nenhuma anormalidade, o
que sustenta a sua seguranga para consumo humano em bebidas e alimentos
(KINGHORN, 1992).

Uma das mais importantes indicacdes da seguranca da utilizacdo da
estévia e seus glicosideos ¢ a completa inexisténcia de registros de efeitos toxicos
em 1500 anos de continua utilizacdo pelos paraguaios. Uma indicag@o similar reside
no uso corrente de esteviosideo como agente adogante no Japao por mais de 25 anos,
onde foram ingeridas toneladas de esteviosideo, € ndo se teve noticia de quaisquer

efeitos colaterais.

3.3.1.4.1. Metabolismo

O esteviosideo nao ¢ metabolizado no corpo humano e nenhuma das
enzimas do trato gastrintestinal de diferentes animais € no homem ¢ capaz de
degradar esteviosideo para esteviol. Os seres humanos nao possuem enzimas que
rompem as ligagdes P-glicosidicas presentes no esteviosideo (HUTAPEA et al.,
1997). O esteviosideo foi incubado com a-amilase da saliva, a-amilase pancreatica,
saliva, pepsina, secrecao gastrica, pancreatina e enzimas da membrana da borda em
escova do intestino de ratos, camundongos ¢ hamsters. Nenhuma dessas enzimas
digeriu o esteviosideo. Entretanto em experimentos com ratos e hamsters, o

esteviosideo foi metabolizado para esteviol pela flora bacteriana do ceco. Apds

29



muitas horas, esteviol foi encontrado no sangue dos animais, € a concentragao
maxima ocorreu apds 8 horas (NAKAYAMA et al.,1986). Em roedores ocorre
coprofagia (Isto significa que os roedores comem suas proprias fezes, e deste modo
reabsorvem nutrientes quebrados pelas bactérias do ceco. Neste estudo, ndo houve
indicacdoes de prevencao da coprofagia, entdo, ndo estd claro se o esteviol
encontrado no sangue, foi absorvido diretamente no colon ou indiretamente através

da ingestao de fezes) (GEUNS, 2002).

3.3.1.4.2. Estudos mutagénicos e carcinogenicidade

Testes mutagénicos sdo realizados para avaliar se o produto em estudo
provoca mutagdo ou alteracdo de material hereditario. Deve ser enfatizado que
compostos com respostas positivas em testes de mutagenicidade podem ndo ser
carcinogénicos. Estes compostos devem ser testados para atividade carcinogénica,
mas nem toda mutagao induz cancer (GEUNS, 2002).

Durante os ultimos anos, muitos testes de mutagenicidade foram feitos
com esteviol, nao mostrando nenhuma atividade (MATSUI et al., 1996; YAMADA
etal. 1985; TOYODA et al. 1997).

O esteviol foi inativo no teste de AMES com ou sem ativagao metabodlica
(PROCINSKA et al.1991; SUTTAIJIT et al. 1993; KLONGPANICHPAK et al.,
1997).

O JECFA (Join FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)

declara que: “Esteviosideo tem uma toxicidade oral muito baixa. A administragao
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oral de esteviosideo a uma concentragao de 2,5% em ratos por dois anos, nao teve
efeito significativo. Nao foi encontrado nenhum potencial carcinogénico”.

Nao ha nenhum relato que o uso de estévia ou esteviosideo tenha
aumentado a incidéncia de cancer na populacdo, apesar do longo tempo de uso
(Paraguai (mais de 500 anos), Japao (25 anos), Brasil e Coréia (mais de 15 anos),
China (mais de 11 anos), EUA (desde 1995)). A conclusdo geral ¢ que estévia e os
adogantes esteviosideo e rebaudiosideo A sdo completamente seguros (GEUNS,

2002).

3.3.1.4.3. Toxicidade aguda

Esteviosideo em doses altas como 15 g/ kg de peso corpdreo nao foi letal
nem em camundongos, ratos ou hamsters. Hamsters sdo mais suscetiveis ao esteviol,
do que ratos ou camundongos. Valores de DLs, para hamsters foi de 5,2 e 6,1 g/kg
para machos e fémeas respectivamente. Em ratos e camundongos o valor da DLs, do
esteviol foi maior do que 15 g/kg, em ambos os sexos (TOSKULKAUO et al., 1997).

Com ratos e camundongos foi encontrado uma DLs, de 8,2 g/kg para o
esteviosideo por ingestdo oral e, uma DLsy de 2,99 g/kg, intraperitonealmente

(MITSUHASHI, 1981).

3.3.1.4.4. Toxicidade subaguda e toxicidade cronica.
Estudos de toxicidade subaguda foram efetuados em ratos adicionando-se

esteviosideo purificado em sua ragdo diaria a uma concentragdo superior a 7%
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durante trés meses (AKASHI & YOKOYAMA, 1975). Em outro estudo, ratos foram
alimentados com 2,5 g/kg de esteviosideo purificado adicionado em sua ragao diaria
por trés meses. Ambos os estudos relatam a auséncia de efeitos nos animais testados.
Isto significa que o NOEL ¢ maior do que 2,5 g/kg e a IDA (ingestdo diaria
aceitavel) calculada pode ser pelo menos 25 mg/kg.

Ratos F-344 foram alimentados com doses de esteviosideo a 0,625, 1,25,
2,0 e 2,5 g/kg durante 13 semanas (AZE, et. al., 1991). Os autores obtiveram um
valor IDA de 25 mg/kg.

Hamsters, machos ¢ fémeas foram alimentados com esteviosideo (0, 0,5, 1
e 2,5 g/lkg/dia) (YODYINGYUAD & BUNYAWONG, 1991). Este experimento foi
executado com diversas geracdoes de animais. Os autores concluiram que
esteviosideo em doses tao altas quanto 2,5 g/Kg/dia nao afetou nem o crescimento
nem a reproducdo em hamsters. Destes resultados pode-se calcular uma IDA de 25

mg/kg.

3.3.1.4.5. Fertilidade e teratogenicidade

Estévia e esteviosideo ndo tém qualquer efeito sobre a fertilidade ou
reproducdo. Isto pode ser ilustrado em diversas publicagdes.

Altas doses de extrato aquoso de estévia (equivalente a 525 mg/Kg/dia de
esteviosideo) foi administrado em ratos machos e fémeas durante o periodo de

copulacao e gravidez (AKASHI & YOKOYAMA, 1975). Os autores nao

32



observaram nenhuma diferenga na média de copulacdo e concepg¢do e nenhuma
mudanca no feto e filhotes quando comparado com o grupo controle.

Ratos Wistar machos e fémeas receberam alimentacao contendo 0,15%,
0,75% e 3% de esteviosideo antes e apds o inicio da gravidez. O consumo de
esteviosideo nos trés grupos tratados foi 100, 480 e 2100 mg/Kg/dia em machos e
120, 530 e 2400 mg/kg/dia em fémeas. Machos receberam esteviosideo 60 dias antes
do cruzamento e fémeas de 14 dias antes do cruzamento até sete dias da gravidez.
Nenhuma diferenga foi encontrada entre os grupos controle e teste considerando
ciclo sexual, cruzamento e gravidez, nem houve nenhuma anormalidade no grupo
teste considerando abortos e sobrevivéncia dos fetos. Além disso, ndo foi encontrada
nenhuma anormalidade no crescimento, aparéncia geral, visceras ou esqueleto dos
fetos (MORI et al., 1981). Assim os autores concluiram que a adi¢ao de esteviosideo
em concentracdes superiores a 3%, que significa 400 vezes o valor da IDA na
alimentacao, nao tem efeito sobre o cruzamento, fertilidade ou o desenvolvimento e

estado dos fetos em ratos antes e durante a fase inicial da gravidez.

3.3.1.4.6. Biodisponibilidade de nutrientes

A partir dos trabalhos de toxicidade subaguda e de IDA, pode-se deduzir
que a estévia ndo tem nenhum efeito sobre a biodisponibilidade de nutrientes, como
nenhum efeito foi encontrado no crescimento ou no peso dos animais, nem em

outros processos fisiologicos.
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Extrato de estévia foi extensivamente testado (baixa e alta concentragao)
em ratos durante 22 meses (machos) ¢ 24 meses (fémeas). Nenhuma diferenga foi
encontrada entre os animais teste ¢ controle, implicando que todos os nutrientes
foram absorvidos e metabolizado da mesma maneira (YAMADA et al. 1985).

O mesmo pode ser concluido do experimento em que hamsters adultos,
machos e fémeas, receberam alimentacdo forcada contendo alta e baixa
concentragdo de esteviosideo durante um més. Foram feitos experimentos com mais
de trés geragdes desses animais. Isto significa que tanto hamsters gravidas como a
ninhada, foram for¢ados a ingerir esteviosideo. Nao foram encontrados diferengas
no crescimento ou em outros parametros. Isto sugere que o esteviosideo em
concentracdes relativamente altas ndo causa nenhum efeito sobre a absorcdo ou
metabolismo de alimentos (YODYINGYUAD & BUNYAWONG, 1991). Outro
trabalho empregando ratos Wistar alimentados durante 30 dias com extrato de
estévia em altas concentracdes chegou a mesma conclusao (MELLIS, 1996). Em um
experimento com ratos durante 24 meses (XILI et al., 1992) e um experimento com
1000 aves (WOOD et al., 1996), nao observaram efeito sobre o consumo de
alimentos ou sobre o ganho ou perda de peso destes animais.

Num experimento, 60 voluntarios humanos receberam 27,7 ou 110,8 mg
de esteviosideo puro por dia (BOECKH-HAEBISCH, 1992). O autor concluiu que
extrato de estévia concentrado em doses normais para adocar poderia ser usado sem

restri¢cao por pessoas normais como por diabéticos.
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Em todos os experimentos citados, nao ha indicagdo de qualquer
influéncia sobre a biodisponibilidade de nutrientes, nem efeitos fisioldgicos foram
encontrados. Além disso, estévia e esteviosideo sdo largamente usados em muitos
paises e ndo ha indicacOes de efeitos sobre a biodisponibilidade de outros nutrientes,
ou sobre outras fungdes fisiologicas do corpo humano. Estévia e esteviosideo t€ém
sido consumido por centenas de milhares de pessoas durante um longo periodo de
tempo, tanto por adultos quanto por criangas, sem dar a menor indicacao de qualquer

efeito prejudicial (GEUNS, 2002).

3.3.1.4.7. Influéncia do consumo de esteviosideo em grupos de populacio
especial.

Estévia e esteviosideo sdo absolutamente seguros para diabéticos, pois
nao ¢ absorvido pelo organismo. Também ¢ seguro para fenilcetontricos porque nao
possui nenhum aminoacido aromatico.

Pessoas obesas poderiam perder peso pela troca do excesso de agucar no
alimento por esteviosideo. Retirando-se o agucar adicionado nos alimentos ha um
aumento da propor¢ao relativa dos carboidratos poliméricos, trazendo um efeito

benéfico para a saide humana (GEUNS, 2002).
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3.3.1.4.8. SignificAncias nutricionais, microbiolégicos, toxicolégicos e

alergénicos.

Estévia e esteviosideo s3o causas improvaveis para problemas
nutricionais, microbioldgicos, toxicoldgicos e alergénicos.

Nao ha nenhum trabalho publicado que sugira que o extrato das folhas de
estévia ¢ imunologicamente ativo quando aplicado internamente. Similarmente, nao
ha nenhuma evidéncia que qualquer dos constituintes da estévia cause dermatite

alérgica ao contato (KINGHORN, 1992).

3.3.1.4.9. Propriedade anticariogénica do esteviosideo

KLEBER (1990) mostrou que uma solugao a 0,5% de esteviosideo reduz
significativamente a incidéncia de lesdes de superficie dentaria (placa dentaria) em
19%, valor este estatisticamente equivalente em eficiéncia a 0,02% de fluoreto de
sodio. Com relagdo as fissuras dentérias, a reducao foi de 6% sendo estatisticamente
nao significativo.

OLIVEIRA (1985) demonstrou que guarana em po, estévia, esteviosideo
¢ a associagao de guarana em po com esteviosideo, quando adicionados a agua de
beber, tiveram efeito anticariogénico em molares de ratos.

ZANELLA et al. (1997) avaliaram o efeito de bochechos didrios com
digluconato de clorexidina a 0,2%, fluoreto de sodio a 0,05% pH 3,4 e esteviosideo
a 0,1% sobre a inibicdo do acumulo de placa dentaria em criancas e verificaram-se

os efeitos colaterais das solugdes, assim como aceitacdo das mesmas. Os autores
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concluiram que todas as substancias testadas apresentaram inibi¢do de placa
bacteriana e com redugao de 52,63% para o digluconato de clorexidina a 0,2%,

39,34% para o fluoreto de sodio a 0,05% pH 3.4 ¢ 30,60% para o esteviosideo 0,1%.

3.3.1.4.10. Propriedades adicionais:

A estévia tem sido utilizada por muitos anos para tratamento da diabete.
JEPPESEN et al. (2000) estudaram o mecanismo de agdo e concluiram que o
esteviosideo pode ter uma funcdo potencial como agente anti-hiperglicémico no
tratamento da diabetes mellitus tipo 2.

Estudos em animais mostraram que esteviosideo tem efeito
antihipertensivo. CHAN et al. (2000) avaliaram o efeito do esteviosideo sobre a
hipertensdo em humanos, e concluiram que administrado oralmente pode ser

considerado como uma terapia alternativa para pacientes com hipertensao.

3.3.1.5. Aspectos organolépticos
As primeiras observagdes sobre as propriedades organolépticas dos
adogantes de estévia foram feitas pelo proprio Bertoni, seu descobridor, em 1899.

Suas palavras textuais referentes a planta foram as seguintes:

“En su respecto, ninguma particularidad llama la atencion. Pero al
poner en la boca cualquer pequena parte de las hojas ¢ del tallo,

causa grande estranesa lo dulce que es. Pues es verdaderamente
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assombroso el poder edulcorante de esta plantita. Um fragmento de
hojas de pocos milimetros cuadrados basta para tener dulce la boca
durante una hora; pocas hojitas bastam para edulzar una fuerte taza

de t€ 0 de café” (TANAKA, 1980).

Existem diversos trabalhos publicados sobre as propriedades
organolépticas do esteviosideo; trabalhos mais recentes indicam que a dogura do
esteviosideo ¢ cerca de 300 vezes maior que a sacarose a uma concentragdo de
0,4%; 150 vezes quando a solu¢do de sacarose ¢ de 4% e 100 vezes quando a
solucao de sacarose ¢ de 10%. O sabor do esteviosideo com alto grau de pureza (95
a 98%) ¢ idéntico ao da sacarose nos primeiros 10 segundos de prova, apresentando
em seguida um gosto levemente amargo adstringente. Entretanto, quando a pureza ¢
de apenas 50%, como nos extratos das folhas de estévia o sabor residual amargo
(aftertaste) diminui sensivelmente (NISHIMA et al., 1978; SCHEFFE, 1952).

Esta caracteristica organoléptica do esteviosideo tem sido a principal
dificuldade da sua aplicagdo em alimentos ou medicamentos. Dessa forma
procuraram-se alternativas para a sua solu¢do. As mais vidveis foram as misturas
com outros adocantes, tais como: acucar (SCHEFFE, 1952), glicose, frutose,
sorbitol, maltitol (ITO et al., 1977) e também com outros edulcorantes como a
sacarina (SAZAKI & MURAKAMI, 1977), acesulfame K (WANG et al., 1994) etc.
Misturas com aminoacidos tais como DL-triptofano (SHIMIZU & OCHI, 1978)

com sais de glicina, alanina, aspartato e glutamato (MORITA, 1977), com goma de
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xantana (OGONTO, 1980), com sais alcalinos de 4cido fosforico (OCHI &
SHIMIZU, 1978), com D-xilose (UENO, 1980) etc., podem produzir adogantes com
baixo teor calorico e reduzido sabor amargo residual.

A docura de outros glicosideos edulcorantes da estévia, comparado com a
sacarose €: esteviosideo, 150 a 300; esteviolbiosideo, 100 a 125; rebaudiosideo A,
250 a 400; rebaudiosideo B, 300 a 350; rebaudiosideo C, 50 a 120; rebaudiosideo D,
250 a 450; rebaudiosideo E, 150 a 300; dulcosideo A, 50 a 120 (TANAKA, et. al.

1977b)

3.3.1.6. Aspectos analiticos

H4 intimeros métodos analiticos publicados para determinacdo dos
glicosideos da estévia tanto na planta como em bebidas e alimentos.

Estes métodos utilizam cromatografia gasosa, cromatografia em camada

delgada-densitometria, colorimetria e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.3.1.6.1. Analise quantitativa dos principios adocantes por cromatografia gas-
liquido (GLC)

O sistema de cromatografia gas-liquido (GLC), pelas suas proprias
caracteristicas exige que a amostra a ser analisada tenha seus componentes bastante
volateis. Componentes nao volateis ndo sdo analisaveis por este método. Assim
sendo, o esteviosideo e os demais glicosideos da estévia tém, por este fato, sua

analise dificultada em GLC.
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Entretanto, MITSUHASHI et al. (1975), desenvolveram um processo para
analisar o esteviosideo por GLC. Este método implicou, entdo, numa purificagao
prévia do composto, a partir do extrato aquoso e posterior hidrélise em meio acido,
transformando o contetido de esteviosideo quantitativamente em isoesteviol que ¢
um composto volatil.

Devido ao fato de que a hidrélise acida nao € especifica, ha também a
producao de isoesteviol a partir de outros glicosideos, além do esteviosideo,
superestimando os teores deste tltimo. SAKAMOTO et al. (1975) desenvolveram
um método onde a hidrdlise ¢ feita enzimaticamente, com hesperidinase, produzindo
esteviol como aglicona auténtica do esteviosideo, ndo havendo hidrolise total dos
rebaudiosideos que ficam ainda na forma glicosidica nao volatil. Sendo o esteviol
tao volatil quanto o isoesteviol, os autores puderam quantificar com maior precisao

o teor de esteviosideo através de GLC.

3.3.1.6.2. Analise quantitativa dos adocantes por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

O numero de componentes glicosidicos diterpénicos que podem estar
contidos em extratos da estévia €, como se sabe hoje, de oito compostos. Portanto,
um processo analitico que quantifique satisfatoriamente estes componentes em uma
unica andlise ¢ o ideal para os processos de controle de qualidade. A cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ uma das técnicas que pode realizar esse trabalho.
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HASHIMOTO et al. (1978) desenvolveram um método de CLAE para
separacao e quantificagdo dos componentes da estévia, utilizando uma coluna de
Shodex-OH-pak M-414 (Showa Denko, Japan) com dimensdes de 50 cm de
comprimento por 4 mm de didmetro interno. A fase movel consistiu de acetonitrila e
agua (4:1,v/v), com vazao de 0,5 mL/min. A deteccdo dos compostos foi feita por
um detector de indice de refragdo. Com este sistema os autores puderam separar e
quantificar esteviosideo, rebaudiosideo A, glicose e sacarose.

HASHIMOTO & MORIYASU (1978) utilizaram uma coluna de

Lichrosorb NH» (10p , 25 cm x 2 mm D.I.), tendo como fase movel acetonitrila e

agua (80:20,v/v) com uma vazao de 1,5 mL/min. A deteccao foi feita pela absorcao
ao ultravioleta em 210 nm, obtendo-se excelentes resultados.

AHMED et al (1980), desenvolveram um método para analisar os
glicosideos diterpénicos da estévia em CLAE, através de derivados dos grupos
carboxilicos do esteviolbiosideo e rebaudiosideo-B com brometo de p-bromofenacil.
Estes derivados apresentam a vantagem de aumentar a capacidade de detec¢ao ao
ultravioleta em comprimento de onda fora da faixa de absor¢cdo dos solventes. A
coluna cromatografica utilizada para a separacao dos derivados foi de p-bondapac

C18, fase movel de acetonitrila e agua (3:2, v/v) com vazdo de 0,5 mL/min e

detector espectrofotométrico UV a 258 nm.
Alguns outros métodos de CLAE foram desenvolvidos (MORITA, 1977;
CHEN & YEH, 1978; KIM et al., 1983) que apresentam correlagdo com os sistemas

acima relatados e com outros métodos cromatograficos.
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A empresa Japonesa Shimadzu Co., que fabrica equipamentos analiticos,
patenteou em 1983 um processo analitico de cromatografia de alta eficiéncia
(CLAE). O sistema consiste de uma extragao dos principios edulcorantes da estévia

com Acetonitrila-dgua em presenca de fosfato, utilizando uma coluna de silica-NH»

e uma fase movel de acetonitrila:agua:fosfato. A detecgdo foi feita pela absorcao de
luz Ultravioleta ou pela variagdo de indice de refragdo. Desta forma foi possivel
quantificar simultaneamente esteviosideo, rebaudiosideo A e esteviolbiosideo.
MAKAPUGAY et al. (1984) desenvolveram um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia para andlise de glicosideos da estévia utilizando uma

coluna Zorbax NHp com dimensdes de 24 cm de comprimento e 0,4 cm de diametro
interno. O eluente utilizado foi acetonitrila:HpO (84:70, v/v) em pH 5,0 e a detec¢ao

de picos foi feita medindo-se a absorbancia dos picos sob luz UV a 210 nm. Os oito
glicosideos derivados da estévia foram assim separados, detectados e quantificados
simultaneamente. Nao houve necessidade de derivatizacoes.

Um método de CLAE, para analise dos edulcorantes da estévia, que vem
sendo divulgado, consiste num sistema que utiliza uma coluna de fase reversa

(Silica-C1g ou octadecilsilano). Os primeiros a usarem esta técnica foram os

chineses PENG et. al. (1985) que analisaram preparagdes contendo esteviosideo

utilizando uma coluna YWG-C1gH37 como fase reversa e metanol:HpO (75:25,

v/v) como fase movel. A deteccdo foi feita pela absor¢do de luz UV a 205 mm

apresentando um limite de deteccao, para o esteviosideo, de 0,2 pg. A recuperacao
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foi em torno de 100 %. A determinacdo de esteviosideo por CLAE em fase reversa
foi também realizada por GAGLIARDI et al. (1986), na Italia, de forma que as

folhas de estévia foram pulverizadas e extraidas com uma solu¢do de metanol:HyO

(49:1,v/v), sendo que o extrato concentrado foi re-extraido com agua:etanol:acetato
de etila:ciclohexano (10:4:7:7, v/v/v/v). A fase aquosa da mistura foi seca e
redissolvida em metanol:dgua (45:5, v/v) e analisada por CLAE utilizando uma

coluna de Erbasil C1g A eluicdo foi feita por um gradiente linear de
metanol:acetonitrila:HyO de 20:10:70 até 20:30:50 em 20 minutos. A deteccao foi

feita a 217 mm com um limite minimo de 0,18 pg. Foi obtido uma média de
concentra¢do nas folhas de estévia analisadas de 6,72 % em peso seco.

Um método bastante simplificado para andlise de esteviosideo em folhas
de estévia e em outras composicoes, foi elaborado por ALVAREZ & KUSUMOTO
(1987) na Universidade Estadual de Maringa.

KASALI et al. (1987), desenvolveram um sistema de CLAE preparativo
utilizando uma coluna de particulas esféricas de hidroxiapatita como fase
estaciondria e solucdo aquosa de acetonitrila. Este sistema, segundo os autores se
mostrou mais eficiente em separar os glicosideos da estévia do que os sistemas de
colunas de silica gel.

Os métodos de CLAE foram também utilizados por YUAN & QIAN

(1988) para quantificar esteviosideo e rebaudiosideo A em soro, urina e fezes
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humanas, e por STRIEDNER et al. (1991) para analisar quantitativamente o

esteviosideo em cultura de células de estévia.

3.3.1.6.3. Determinacio de esteviosideo pelo método de espectrometria de

reflectincia no infravermelho préximo (ERIP)

NISHIYAMA et al. (1992), trabalhando no Laboratério de Produtos
Naturais da Universidade Estadual de Maringa, desenvolveram uma metodologia,
para quantificar o teor de esteviosideo e carboidratos soliveis na folhas de estévia,
utilizando para tanto o sistema de espectroscopia de reflectancia no infravermelho
proximo (ERIP), descrito por WETZEL (1983), que pode contribuir para estabelecer
um procedimento analitico mais adequado para a determinagdo dos glicosideos da

estévia, principalmente para fins industriais e agricola.

3.3.1.7. Processos de purificacdo

Todos os processos apresentados na literatura seguem aproximadamente a
mesma metodologia. Numa primeira fase, as folhas de estévia sdo extraidas com
agua ou alcoois (etanol, metanol, etc.) a quente, por infusao ou percolagao, obtendo-
se um nivel maximo de extragdao em torno de 50% do peso seco da folha, na forma
de uma solugdo carregada de particulas coloidais de cor marrom escuro, contendo
todos os principios ativos, pigmentos foliares, polissacarideos soluveis e outras
impurezas. Alguns processos fazem o desengorduramento prévio das folhas com

solventes apolares como cloroformio ou hexano (TANAKA et al., 1977a;
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MASUYAMA, 1980; KINGHORN et al., 1982) para a eliminacao preliminar de
6leos essenciais, lipidios, clorofila e outros principios apolares. A segunda fase, na
grande maioria dos casos, reside na clarificagao do extrato, isto €, na remog¢ao no
maximo de impurezas, tornando o mesmo um xarope claro, contendo praticamente o
conteudo integral dos principios adogantes.

Pode-se classificar os métodos para clarificagdo em seis grupos. O

primeiro grupo de processos utiliza Ca (OH)», CaO, CaCO3 ou sais de A", F&*" ¢

Mg*" (KIKUCHI & SAWAGUSHI, 1977; ISHIZONE, 1979; FUJI FOODS, 1982;
TAMA SEIGAKU, 1980; YAMADA, 1980; TOYO SEITO, 1980; SEKISUI
CHEM. Co., 1983; LI & KAJIMA, 1984; ZHOU et al., 1984; GIOVANETTO,
1989) como agentes precipitantes das impurezas do extrato, seguido de deionizacao
através de resinas trocadoras de ions de natureza catidnica e aniOnica, COmo
poliamidas (KIKUCHI & SAWAGUSHI., 1977; FUJI FOODS, 1982), Amberlite
XAD, Duolite ES-861; Diaion HP (KOBOMURA et al., 1976; TAMA SEIGAKU,
1982), Dow 50w/Dowex WGR (GIOVANETTO, 1989) resinas nao polares (TOYO
SEITO, 1980), Amberlite IR-120 (H+) e IRA-410 (-OH) (KIKUCHI &
SAWAGUSHI., 1977; ISHIZONE, 1979; MIWA, 1979;) e outros tipos de
Amberlite (CHANG & CHANG, 1985) obtendo varios graus de clarificagdo e
purificacao do extrato.

O segundo grupo utiliza somente ions metalicos como coagulantes na

clarifica¢do de extrato aquoso. O CaCO3 em HpOy (MASUYAMA, 1980); Sn*" em
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meio alcalino (CHISSO CORP., 1980); CaClp; AlCl3; FeClp, Ca(OH)+CO2 ou
Fer(SO4)3/Ca(OH)y (TAKAMURA et al., 1977 e 1978; SATO et. Al., 1980;

WAKABAYASHI, 1981; MITSHUBISHI ACETATE, 1983; Z1 et al., 1984 e 1986)

e MgCO3 ou Mg(OH)» com aeracao (TAKAMURA et al., 1977), Mg(OH)>

calcinado como adsorvente (YOKOYAMA & SUGIYAMA, 1990) ou ainda

Ca(OH)»/CaCO3 (De CERNADAS e PRYLUKA, 1985) sdao os mais usados para o

processo de clarificacao do extrato.

O terceiro grupo de processos utiliza somente resinas trocadoras de ions
ou resinas adsorventes para descolorizagdo do extrato. Estes processos utilizam a
HP-20 (copolimero divinilbenzeno-estireno) como resina adsorvente (OHE et al.,
1977) ou Diaion HP-10, Diaion WH, Duolite S-37 ¢ Amberlite IRA-93 como resinas
porosas, anionicas fracas, levemente basicas (MARUZEM CHEM. Co., 1980;
TOYO SUGAR REFINING Co., 1981; HAGA et al., 1976) ou sistemas de resinas
trocadoras de ions (mistura de IR-120, IRA-68, IR-120B, IRA-411) (OHE et al.,
1977). Utilizam ainda Amberlite XE-275, Amberlite XAD-7 ¢ Amberlite IR-120
(KIUNTI et al., 1977; PERSINOS, 1973; AQUINO et al., 1985), resinas ligadas a
celulose (SEKISUI CHEM. Corp, 1984) e resinas macro-reticulares (BIAN et al.,
1986), sendo que, também, alguns pesquisadores utilizaram carvao ativo como
adsorvente de impurezas (MIZUFUME et al., 1987), produzindo um bom nivel de

clarificacdo e edulcorantes com paladar mais agradavel.
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O quarto grupo de processos utiliza a purificacdo por eletrolise com
eletrodos de aluminio em meio contendo NaCl (MIWA et al., 1979a) ou meio com

Al(SO4)3 ou AICI3 como condutores (MIWA et al., 1977b e MIWA, 1978), ou

ainda, uma composi¢do de eletrolise, eletrodidlise e tratamento com resinas
trocadoras de ions (MIWA, 1979; ADUCCI et al., 1987).

O quinto grupo de processos consiste de tratamento do extrato aquoso das
folhas de estévia com solventes organicos como os alcoois de 4 a 8 carbonos e
cristalizagdo em metanol (ASANO et al., 1975) ou fracionamento com sistema de
solventes (ALVAREZ & COUTO, 1984), ou cristalizagdes fracionadas em alcoois
(AJINOMOTO Co. Inc., 1981; HUANG & YANG, 1982). Alguns utilizam, ainda,

uma seqiiéncia de tratamentos com sais complexos como KAI(SO4)y e CaCO3

procedendo extragdes sucessivas com solventes como éter, acetona e etanol (LI &

LI, 1983; TAKAHASHI, 1987) ou Fer(SO4)3/(NH4)2S04/Ca(OH), (ARASHI,

1987).

O sexto grupo trata de processos que envolvem o clareamento do extrato
aquoso da estévia, com polieletrolitos que fazem a coagulacdo e decantagdo das
impurezas. Desta forma, o tratamento do extrato aquoso com cloreto de benzalconio

ou com Ca(OH)» ou Aly(SO4) seguido de agregacdo com uma amida poliacrilica ou

outro polimero floculante (MITSUBISHI ACETATE Co. Ltd., 1983; KODAKA,
1977) consegue remover boa parte das impurezas do extrato, tornando-o bastante

clarificado.
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Com a clarificagdo do extrato das folhas de estévia, que ¢ a parte da
extragdo que diferencia os métodos, esta ¢ processada a seguir, praticamente, da
mesma maneira em todos os sistemas. A solucdo ¢ concentrada e redissolvida em
metanol para proceder a cristalizacdo do esteviosideo. A recristalizagdo ¢ feita no
mesmo solvente, obtendo-se o esteviosideo praticamente puro.

Vale ainda citar o método de extracao e fracionamento dos principios
ativos para fins analiticos desenvolvido por KINGHORN et al. (1982), onde o
extrato aquoso ¢ extraido com butanol e a solu¢do concentrada. O residuo ¢
purificado por cromatografia em um sistema contracorrente, conseguindo-se boa
separacao do esteviosideo, rebaudiosideo A e dulcosideo A.

Outro método desenvolvido por KATO et al. (1977) para extracdo do
esteviosideo consiste em purificar o extrato aquoso ou aquoso-alcodlico pelo uso de
membranas semipermeaveis (acetato de celulose, Daicel DRS-50) e por
ultrafiltragdo do liquido tratado em membrana de poliacrilonitrilo (Daicel DUH-20),
fornecendo um filtrado que ao ser concentrado produziu esteviosideo com
aproximadamente 80% de pureza. Sistema semelhante foi usado por FUH &
CHIANG (1990), na Universidade de Taiwan, os quais utilizaram um sistema de
ultrafiltragdo em membrana para remover acima de 96% da pigmentacao do extrato
aquoso de folhas de estévia e posterior concentragao do extrato por osmose reversa.
A clarificagao final foi feita por troca idnica em resinas anionicas € cationicas.

Recentemente, novos processos usando tecnologia avangada vém sendo

experimentados. TANAKA et al., (1977), desenvolveram um processo de extracao
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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 CO7 super critico, extraindo

posteriormente, de maneira convencional os principios adogantes. PASQUEL et al.
(2000) desenvolveram um processo para obter extrato de estévia com qualidade
melhor utilizando extragdo supercritica. O processo proposto inclui um pré-
tratamento das folhas seguido de uma extracdo dos glicosideos da estévia por
extragdo supercritica utilizando CO, como solvente e dgua e/ou alcool etilico como
co-solvente.

Particular interesse apresenta a extragdo, além do esteviosideo, também
dos rebaudiosideos, principalmente o rebaudiosideo A. Para tanto, foi desenvolvido
um processo de separacdo do esteviosideo e rebaudiosideos a partir de um extrato de
folhas de estévia clarificado pela MARUZEN CHEM. CO. LTD, (1982). A mistura
foi tratada com 4alcoois de trés a seis carbonos, solubilizando o esteviosideo e
permanecendo na fra¢do insoluvel o rebaudiosideo A.

A TOYO SUGAR REFINING CO. LTD. (1982) desenvolveu um
processo utilizando uma resina adsorvente moderadamente polar (Diaion HP-10;
Amberlite XAD-2 ou XAD-7) com um valor de saturagdo menor que o conteudo de
rebaudiosideo e esteviosideo, porém maior do que o teor de esteviosideo. O
rebaudiosideo ¢ carregado pelo eluente e o esteviosideo fica adsorvido, separando

assim os dois componentes.
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NITTAYA-NGOWATANA (1997) desenvolveu um processo de extracao
¢ purificacdo de esteviosideo que consiste em despigmentagao com Ca(OH), e
FeSO,.7H,0 e subseqiiente desmineralizagdo com coluna de troca i0nica
empacotada com Amberlite 200 (resina de troca idnica catidnica forte).

Os processos que utilizam somente ions metalicos para clarificacao sao
simples e econdmicos, entretanto, apresentam o inconveniente de deixarem residuos
dos sais aplicados, que muitas vezes podem afetar a saude dos consumidores dos
produtos. Sob este aspecto, os extratos clarificados sdo posteriormente, deionizados
por resinas trocadoras de ions, que praticamente eliminam aquele tipo de impureza.

Os processos que utilizam solventes volateis na extragdo parecem ser os
mais praticos, apresentam um baixo custo, pois os solventes sdo quase totalmente
recuperaveis e reciclaveis além de bastante seletivos quanto a polaridade dos solutos
a serem extraidos, permitindo uma operacionalidade mais simples € menos onerosa.
Ha, entretanto, a necessidade de remog¢ao completa de residuos de solventes, pois os
mesmos podem ser danosos a saude.

Desponta agora os sistemas de membranas de ultrafiltracio e osmose
reversa que reduzem substancialmente os niveis de impurezas e os volumes a serem

manipulados.

3.4. TROCA IONICA
Troca i6nica sdo reagdes quimicas reversiveis, onde um ion de uma

solugdo ¢ trocado por outro ion de carga similar que se encontra ligado a uma
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particula solida imobilizada. Estas particulas solidas de troca iOnica ocorrem
naturalmente nas zeodlitas inorganicas ou em resinas organicas produzidas
artificialmente. As resinas organicas sintéticas sao mais utilizadas atualmente devido
as suas caracteristicas que podem ser modificadas de acordo com a sua utilizagao.

As primeiras observagdes registradas na literatura referentes a troca idnica
datam de 1850. Quimicos, especializados em solos descobriram, nas primeiras
décadas do século XIX, a capacidade destes em remover ions NH," de solucdes que
os atravessavam, substituindo-os por uma quantidade equivalente de ions Ca™. A
partir destas observagdes, varias tentativas foram realizadas no sentido de produzir
trocadores inorganicos mais apropriados. As principais dificuldades encontradas
eram principalmente quanto ao acesso da substidncia a ser trocada no material
utilizado como suporte, refletindo em uma baixa capacidade de troca e dificuldades
na regeneragao deste, para ser novamente utilizado. Apesar das dificuldades
encontradas, a recompensa destes esfor¢os foi obtida com a utilizagdo do processo
de troca i6nica para suavizar a dureza da agua.

Uma resina de troca idnica organica ¢ composta por polieletrolitos de alto
peso molecular que podem trocar seus ions ligados por outros ions de carga similar
que estdo no meio. Cada resina tem um numero distinto de ions ligados que
representa a quantidade maxima de troca por unidade de resina. Reagdes de troca
10nica sdo reversiveis e estequiométricas € podem ser representadas na forma de
uma simples reacao:

R-A"+B" & R-B"+A"
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O grau de deslocamento da reacdo no sentido da direita depende da
seletividade da resina. A seletividade da resina para um dado ion, pode ser medida

pelo coeficiente de seletividade (K).

[Conc.B+]resina. N [Conc.A+]coluna.

[Conc.A+]resina.  [Conc.B+]coluna

O coeficiente de seletividade expressa a distribuicao relativa dos ions
quando uma resina na forma A" é colocada em contato com uma solugdo contendo
fons B". A diferenca de afinidade entre os ions da solu¢do e a matriz é devido a
diferencas de carga, sendo possivel controla-la utilizando fatores como pH e a forca
10nica.

Para que a coluna possa ser novamente utilizada, ela precisa ser
regenerada, isto €, ser equilibrada com o eluente inicial. Neste caso, os ions do
eluente tém uma menor afinidade pelo grupo trocador da matriz, mas a condicao de
equilibrio ¢ alcangada fazendo-se passar pela coluna um volume do eluente igual a
5-10 vezes a sua capacidade. Deste modo, ¢ possivel ocorrer a troca de ions,
eliminando aqueles contidos nos eluentes anteriormente utilizados. Sendo assim, o
grau de afinidade ¢ superado pela maior concentracdo de ions (COLLINS et al.,
1997).

Em termos gerais, quanto maior a afinidade da resina por um ion

particular, maior sera a eficiéncia de troca em termos da capacidade da resina em
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remover o ion da solugdo. A maior afinidade por um ion em particular, entretanto,
resultara num aumento do consumo de regenerante.

Uma resina de troca ionica ¢ classificada como trocador catidonico, quando
possui um ion movel carregado positivamente disponivel para troca, e trocador
anidnico, quando o ion disponivel para troca ¢ carregado negativamente. As resinas
cationica e anionica sdo produzidas a partir do mesmo polimero orgéanico bésico
(figura 10). A diferenca ¢ o grupo ionizavel ligado ao polimero. E este grupo
funcional que determina o comportamento quimico da resina. As resinas, de um
modo geral, podem ser classificadas em trocador catidnico de 4cido forte ou acido

fraco ou trocador anionico de base forte ou base fraca.
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Figura 10: Estrutura da resina organica estireno em ligacdo cruzada com

divinilbenzeno (COLLINS et al., 1997).
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3.4.1. Resinas catiénicas de acido forte:

Resinas de 4cido forte sdo assim chamadas porque apresentam
comportamento quimico similar aos acidos fortes. As resinas sdo fortemente
ionizadas tanto na forma acida (R-SO;H) como na forma salina (R-SO;Na").

As resinas de acido forte podem converter um sal metalico no 4cido

correspondente pela seguinte reagao:

2(R-SO;H) +NiCl, —  2(R-SOy)Ni + 2HCI

A forma hidrogénio e sddica da resina de 4cido forte sdo altamente
dissociadas e tanto o H™ como o Na' estdo prontamente disponivel para troca em
qualquer faixa de pH. Conseqiientemente a capacidade de troca das resinas de acido
forte ¢ independente do pH da solugdo. Estas resinas podem ser utilizadas na forma
de hidrogénio para deionizagdo completa. Elas sdo usadas na forma sédica para
retirar a dureza da agua. Apos exaustdo, as resinas sao convertidas novamente para a
forma hidrogénio (regenerag¢do) por contato com uma soluc¢ao de acido forte, ou a

resina pode ser convertida para a forma sodica por uma solucao de cloreto de sodio.

3.4.2. Resina cationica de acido fraco
Nas resinas de acido fraco, o grupo ionizédvel ¢ um &acido carboxilico
(COOH). Estas resinas t€ém comportamento similar aos 4acidos organicos fracos que

sdo fracamente dissociados. Resinas de acidos fracos exibem uma afinidade muito
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maior pelo ion hidrogénio do que resinas de acido forte. Esta caracteristica permite a
regeneracao para a forma hidrogénio com uma quantidade menor de 4cido do que ¢
requerido para regenerar resinas de acidos fortes. Regeneracao quase completa pode
ser concluida com quantidades estequiométricas de acido. O grau de dissociacao de
uma resina de 4cido fraco ¢ fortemente influenciado pelo pH da solugdo.

Conseqlientemente, a capacidade da resina depende em parte do pH da solucao.
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A Figura 11 mostra que uma resina tipica de acido fraco tem capacidade

limitada com pH abaixo de 6,0.

Capacidade de troca (eq/L)

3 4 5 6 7 8 9 10 1

pH da solugéao

Resina cationica de base fraca

Resina anionica de base fraca

Figura 11: Capacidade de troca das resinas catidnica de acido fraco e anidnica de

base fraca em fun¢ao do pH da solugao.






3.4.3. Resina anionica de base forte

Assim como as resinas de acido forte, as resinas de base forte sdo
altamente ionizadas ¢ podem ser usadas em qualquer faixa de pH. Estas resinas sao
usadas na forma basica (OH) para deionizagdo da adgua. Elas reagem com anions da

solucao ¢ podem converter uma solucao acida em agua pura.

R-NH:J,OH +HC1 — R-NH3C1 + Hzo

Regeneragdo com hidroxido de sédio concentrado (NaOH), convertem

resinas esgotadas para a forma basica (OH).

3.4.4. Resina anionica de base fraca

Resinas de base fraca tém comportamento similar as resinas de acidos
fracos. O grau de ionizacao ¢ fortemente influenciado pelo pH. Conseqiientemente,
resinas de base fraca exibem uma capacidade de troca minima com um pH acima de
7,0, como pode ser vista também na figura 11. Estas resinas simplesmente sorvem
acidos fortes. Nao podem reagir com sais.

Resinas de base fraca, ndo tém forma hidroxida, como as resinas de base
forte. Conseqiientemente para a regeneragdo ¢ necessario somente neutralizar o
acido adsorvido: ndo ¢ necessario fornecer ions hidroxido. Pode-se empregar
reagentes de base fraca mais baratos, tais como amoénia (NH;3) ou carbonato de

sodio.
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3.4.5. Sistemas de troca em batelada e em coluna

O processo de troca idnica pode ser realizado tanto pelo método em
bateladas como pelo método em colunas. No primeiro método, as resinas e a solucao
sao misturadas em um tanque, a troca ¢ feita até o equilibrio, entdo a resina ¢
separada da solucdo. O grau de troca i6nica ¢ limitado pela preferéncia que a resina
exibe para um ion na solu¢ao. Conseqiientemente, o uso da capacidade de troca da
resina sera limitado, exceto se a seletividade do ion na solugdo for maior do que o
ion ligado na resina. A regeneracdo em batelada da resina ¢ quimicamente
ineficiente, por isso o processo de troca idnica em batelada tem potencial limitado de
aplicacdo. A passagem de uma solucdo através de uma coluna contendo um leito de
resinas de troca i0nica ¢ andloga ao tratamento da solucdo em uma série de tanques
em batelada. Considerando-se uma série de tanques contendo um equivalente cada

de resinas na forma ions X, conforme Figura 12.

y=1,0 y=0,5 y=0,25 y=0,125 y=0,0625
Solugdo de x=0,0 x=0,5 x=0,75 x=0,875 x=0,9375
alimentagdo
Resina apos mistura Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3 Tanque 4
equilibrio y=0,5 y=0,25 y=0,125 y=0,0625

x=0,5 x=0,75 x=0,875 x=0,9375

Figura 12: Esquema operacional de uma coluna de troca ionica.
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Um volume de solucdo contendo um equivalente do ion Y ¢ trocado no primeiro
tanque. Assumindo que a resina tem uma afinidade igual por ions X ¢ Y, quando for
estabelecido o equilibrio a solug¢do contera 0,5 equivalentes de X e Y. Similarmente
a resina contera 0,5 equivalentes de X e Y. Esta separacdo ¢ o que ocorre nos
processos em batelada. Se a solucdo for removida do tanque um e adicionado no
tanque dois, que também contém um equivalente da resina na forma X, a solucao ¢ a
resina conterdao 0,25 equivalentes de Y e 0,75 equivalentes do ion X. Repetindo
procedimento no terceiro € no quarto tanque, a solucdo conterd 0,125 equivalentes
do ion X e 0,0625 equivalentes do ion Y, respectivamente. Desconsiderando uma
afinidade desfavoravel da resina e usando um numero suficiente de estagios, pode-se
reduzir a concentragdo de ions Y na solucdo a qualquer nivel desejado.

Esta analise simplificada do uso de colunas de troca i6nica demonstra ser

um processo dindmico.

3.4.6. Equipamentos de troca ionica e operacio.
A maioria das aplicagdes industriais usam sistemas de colunas em leitos
fixos, cujo componente basico ¢ a coluna de resina.
O desenho da coluna deve:
e Conter e suportar a resina de troca i0nica.
e Distribuir uniformemente o fluxo de servico e de regeneragao
através do leito de resinas.

e Fornecer espacgo para fluidizar a resina durante a retrolavagem.
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e Incluir tubulagdes, valvulas e instrumentos necessarios para regular

o fluxo da solu¢do de alimentagdo, regeneracao e retrolavagem.

3.4.7. Procedimento de regeneracao
Apbs a saturacdo, as resinas devem ser regeneradas. A regeneracao
emprega os seguintes passos basicos:

I. A coluna deve sofrer uma retrolavagem para remover os solidos suspensos,
coletados pelo leito durante o ciclo de servigo e para eliminar canais que
podem ter formado durante este ciclo. O fluxo de retrolavagem fluidiza o leito,
desprendendo as particulas que estdo grudadas e reorientando as particulas da
resina de acordo com o tamanho. Durante a retrolavagem as particulas maiores
e mais densas acumulardo na base, diminuindo no topo da coluna. Esta
distribuicao produz um bom modelo para o fluxo hidraulico e resisténcia ao
entupimento “fouling” por solidos suspensos.

2. O leito de resina ¢ colocado em contato com a solucdo regenerante. Um
enxagiie com um fluxo lento de agua para remover qualquer residuo de
regenerante.

3. O leito de resina ¢ submetido a um enxagiie rapido para remover os ultimos
tragos da solugdo regenerante e garantir boas caracteristicas de fluxo.

4. A coluna estéd pronta para outro ciclo de servigo.

Para as resinas que sofrem dilatagdo ou contracdo durante a regeneragao,

deve-se proceder uma segunda retrolavagem apos a regeneragdo para eliminar
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canaliza¢do (caminhos preferenciais) ou compressao das resinas. A regenera¢ao em
colunas de leito fixo normalmente necessita um periodo de uma a duas horas. A
freqiiéncia depende do volume de resina na coluna de troca i6nica e da quantidade
de compostos que se deseja retirar na solugdo.

A capacidade da resina ¢ normalmente expressa em termos de
equivalentes/L (eq/L) de resina. Um equivalente ¢ o peso molecular do composto em
gramas dividido pela sua carga elétrica ou valéncia. Por exemplo, uma resina com
capacidade de troca de 1 eq/L pode remover 32,5 g de zinco divalente (Zn", peso

molecular de 65).

3.4.8. Regeneracio concorrente e regeneracio contracorrente

As colunas s3o projetadas para utilizar a regeneracdo concorrente ou a
contracorrente. Em unidades concorrentes, tanto a alimentagdo como a solucao
regenerante, fazem contato com a resina no fluxo descendente. Estas unidades tém
custo de implantacdo menor, entretanto, utiliza o regenerante quimico com menor
eficiéncia do que o fluxo contracorrente.

O uso eficiente de regenerantes quimicos esta diretamente relacionado
com resinas de base forte ou resinas de acido forte. As resinas fracamente ionizadas
requerem concentragdes do regenerante levemente maior do que a concentragdo
estequiométrica para completar a regeneragdo, indiferente se utilizado o sistema

concorrente ou contracorrente.
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3.4.9. Reutilizacio do regenerante

Com sistemas de acido forte ou base forte, pode-se melhorar a eficiéncia
quimica, reutilizando-se parte do regenerante. Em sistemas de resinas fortemente
ionizados, o grau de regeneragdo da coluna ¢ o maior fator que determina a
eficiéncia quimica do processo de regeneracdo. Uma troca tedrica de 42% requer 1,4
vezes a quantidade estequiométrica de reagente [21b HCI/ft® (32 g HCI/L)]. Para
aumentar a capacidade de troca para 60% ,0 consumo aumenta para 2,45 vezes a
dose estequiométrica [51b HCV/ft® (80 g HCI/L)].

A necessidade de doses de acido consideravelmente maior do que a
quantidade estequiométrica indica que ha uma concentracao significativa de acido
no regenerante. Dessa forma pode-se descartar a primeira parte do regenerante gasto
e reservar a outra parte para reutilizagao.

Por exemplo, se uma dose de regenerante de 5 Ib HCUft® (80 g HCI/L) foi
usado no sistema de resina da figura 12, os primeiros 50% do regenerante gasto
conteria somente 29% da concentracao de acido inicial. O resto do acido regenerante
conteria 78% da concentragdo de acido original. Se esta segunda parte do
regenerante for utilizado no préoximo ciclo de regeneracdo antes do leito de resina
fazer contato com 5 Ib/ft* de HCI novo, a capacidade de troca aumentaria para 67%
da capacidade teorica. A capacidade utilizavel entdo aumentaria de 60 para 67% da
capacidade tedrica. A figura 13 mostra o aumento da capacidade de troca utilizando

a reutilizacdo de regenerante em relacao a nao reutilizagdo do regenerante.
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3.4.10. Desinfeccao das resinas

A desinfeccao das resinas de troca idnica deve ser executada em resinas,
fisicamente limpas e completamente exauridas, para evitar reagdes de oxido-
reducgdo, induzidas pela acidez ou basicidade residual da resina, resultando em uma
desativagao do agente desinfectante. Deve-se executar uma retrolavagem, seguida de
uma exaustao da resina para neutralizar o pH do efluente.

Numerosos biocidas estao disponiveis, de varios fabricantes. Eles diferem
essencialmente pelo seu espectro biologico: fungicida, bactericida, esporicida etc.

Sua atividade e o seu impacto sobre a integridade das resinas sdo
influenciados principalmente pela concentracdo, temperatura e tempo de contato a
qual eles sao utilizados. Em casos de desinfec¢ao que se requerem a aplicagdo de um
biocida especial (dgua para consumo, agucar, produtos farmacéuticos), deve-se
avaliar o impacto quimico do agente de desinfec¢cdo em condicdes particular de uso
tanto do trocador i6nico como do produto resultante do processo de troca i06nica.

Apesar da alta eficiéncia como biocida do grupo quaternario de amonia,
eles ndo sdo compativeis com resinas de troca catidnica.

Embora tenha sido freqiientemente utilizado, o formaldeido tem sido
desaconselhado como agente desinfectante.

Atualmente os agentes desinfectantes mais utilizados sdo hipoclorito de
sodio e peroxido de hidrogénio. O hipoclorito de sddio pode ser aplicado a uma
concentragdo de 0,12 a 0,25% (pH 9), com um minimo de 0,5 volumes-leito. O

tempo de contato apropriado ¢ de 20 a 30 minutos ¢ ndo deve ser excedido,
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especialmente para trocadores anionicos. Apds uma lavagem de dois volumes-leito,
deve-se fazer uma regeneragao dupla, para converter a resina em sua forma ionica
apropriada.

Peroxido de hidrogénio a 0,2% pode ser aplicado com um tempo de
contato de 15 minutos, ja na concentragdo de 0,05% por duas horas. Isto deve ser
seguido de uma lavagem para eliminar o perdxido e entdo efetuar uma regeneracao
dupla.

Acido peracético, estabilizado por peréxido de hidrogénio, também pode
ser utilizado como agente de desinfecgdo. Este produto ¢ mais largamente utilizado
devido a auséncia de residuos toxicos, uma vez que o acido peracético se converte
em acido acético, que pode ser livremente consumido e peroxido de hidrogénio que

se converte em agua e oxigénio.

3.4.11. Problemas operacionais de origem mecanica

3.4.11.1. Retro-lavagem impropria.

Faz-se a operagdo de retro-lavagem para limpar o leito de materiais
particulados que podem ter-se infiltrado durante o ciclo de operacdo. Um fluxo de
retro-lavagem insuficiente pode resultar em um acumulo de todos os solidos
suspensos no topo do leito de resina, sem serem removidos da coluna de troca
10nica. Isto provavelmente contribui para a formagao de canais através do leito de

resinas, resultando numa perda de capacidade do leito devido a nao utilizagao de
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parte da resina presente na coluna. Fluxo excessivo tem resultado oposto. Além dos
solidos removidos pode haver arraste da resina, resultando numa perda de

capacidade, devido a perda de resina.

3.4.11.2. Regenerante insuficiente

Quando o regenerante quimico nao entra em contato com a resina de troca
10nica em concentragao apropriada e tempo apropriado, ocorre uma reducdo da
capacidade de troca. Isto pode ocorrer, principalmente devido a quantidade de
regenerante ter sido calculada inadequadamente ou ter sido excessivamente diluida.
A medida da densidade do efluente durante a etapa de regeneragdo freqlientemente

resolve esta dificuldade.

3.4.11.3. Vazao inadequada
Vazdes diferentes da recomendada, ou particularmente excessiva, pode as
vezes ultrapassar a capacidade cinética da resina, principalmente em resinas de base

fraca ou acido fraco. Isto resulta em um produto de baixa qualidade.

3.4.11.4. Presenca de solidos suspensos na alimentacao.

A resina deve ter como caracteristica uma capacidade de filtragdao
excelente. A presenca de sélidos suspensos pode resultar em entupimento do leito da
resina e formagdo de canais através do leito, causando uma saturagdo prematura e

perda da capacidade. Esta condigdo pode ser controlada por um melhor pré-
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tratamento da alimentagdo. Pode-se também controlar através de ciclos mais curtos e

remocao dos solidos filtrados do leito de resinas através de uma retro-lavagem.

3.4.11.5. Regenerante contaminado

Pode-se obstruir um leito de resina pelo uso de regenerantes
contaminados. Isso resulta na formacao de canais e redugdo da capacidade de troca
16nica. O melhor exemplo deste problema ¢ a contaminacao da soda caustica por

ferro.

3.4.12. Reducio no desempenho da resina
Problemas operacionais em sistemas de troca idnica devido a instabilidade
da resina sao normalmente devidos a quatro fatores: a perda de capacidade da resina,

integridade fisica, densidade e cinética da reagao.

3.4.12.1. Perda na capacidade
A perda total da capacidade de troca de uma resina resultara na perda
proporcional da capacidade do sistema de troca ionica. Uma vez perdida, a

capacidade da resina ndo ¢ re-estabelecida.

3.4.12.2. Perda na integridade fisica
Leitos com resinas quebradas normalmente resultam em um aumento da

perda de carga na coluna. Particulas mais finas sdo removidas pela operacdo de
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retro-lavagem e esta perda de particulas fisicas da resina resultard em uma reducao

da capacidade do sistema de troca.

3.4.12.3. Perda na densidade da resina
Isto resultara na eventual perda de resina através da retro-lavagem e

conseqiiente reducdo da capacidade do sistema.

3.4.13. Fatores que afetam a estabilidade da resina.

Na sintese de resinas de troca idnica para aplicagdes comerciais, ¢
importante considerar a resisténcia a degradagdo quimica e fisica. Os custos de
reposicao das resinas devem ser minimizados pela maxima economia na operacao. A
vida de uma resina ¢ geralmente medida pelo nimero de ciclos ou anos de operagao
antes que a reposi¢do seja necessaria. As vezes, a vida de uma resina é expressa em
temos de perda percentual da capacidade operacional por ano. Na maioria das
aplicagdes de deionizagdo a perda de capacidade de uma resina de troca cationica
esta entre 2 ¢ 5% ao ano A perda de capacidade de uma resina de troca anidonica esta
normalmente entre 5 e 25% por cento ao ano.

Seis fatores afetam a estabilidade de uma resina.

e Temperatura;
e Oxidagao;
e Entupimento “Fouling”;

e Choque osmotico;
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e Atrito mecanico;

e Radiacao;

3.4.13.1. Temperatura

As temperaturas maximas sao oferecidas apenas como recomendagdo. A
maioria dos fabricantes recomenda uma temperatura maxima de operacao para o
material de troca i0nica. Para resina de troca cationica, foram estabelecidas
temperaturas de 120 °C a 150 °C para a forma salina e ligeiramente menor para a
forma acida.

No caso das resinas anionicas, foram estabelecidas temperaturas maximas
de 30 °C a 60 °C, para resinas operando na forma OH™ ou base livre, sendo que a
forma de sal ¢ mais estavel. As temperaturas maximas sao apenas recomendacoes.
Dessa forma, uma limitagao da temperatura a 100 °C nao significa que a resina sera
instavel acima e estdvel abaixo desta temperatura. Também ¢ reconhecido que a
degradacdo térmica ¢ proporcional ao tempo e temperatura. Entdo uma exposi¢ao
ocasional a uma temperatura acima do maximo por um breve periodo de tempo pode
resultar apenas numa pequena ou nenhuma perda do desempenho. Entretanto, a
temperatura maxima pode ser excedida sem efeitos desastrosos se o custo do
processo permitir uma reposi¢ao da resina em um periodo de tempo relativamente

curto.
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3.4.13.2. Oxidacao

A exposicdo das resinas de troca idnica em ambientes altamente
oxidativos pode reduzir a vida das resinas. Um dos oxidantes mais comuns
encontrados na agua ¢ o cloro livre. Peroxido de hidrogénio, acido nitrico, acido
cromico e acido clorico também sdo responsaveis pela deterioragdo das resinas.
Oxigénio dissolvido, sozinho, ndo causa declinio significativo no desempenho, mas
combinado com metais pesados e/ou temperaturas elevadas, a aceleragdo das perdas
pode ser significativa, particularmente em resinas anionicas. Percebe-se o declinio
da capacidade operacional, normalmente quando a perda ja ¢ superior a 25%.
Resinas de base fraca, particularmente aquelas que possuem grupos de aminas
terciarias, tem uma estabilidade maior do que as resinas de base forte. A oxidacao de
resinas de base fraca pode resultar na formacgao de grupos de 4cidos fracos. Quando
isto ocorre, a resina tende a reter sodio e requer um grande volume de dgua de

lavagem apos a regeneracao.

3.4.13.3. Entupimento

A sorgao irreversivel, ou uma precipitagdo dentro das particulas da resina,
as vezes causa deterioracdo no desempenho da resina. O entupimento da resina de
troca anidnica devido a sorcdo irreversivel de um acido orgadnico de alto peso
molecular ¢ um problema inoportuno.

Embora o entupimento raramente ocorra com resinas de troca catidnica,

ocorrem dificuldades devido a presenga de polieletrolitos cationicos. A precipitagao
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de materiais inorganicos, tal como, sulfato de calcio, pode as vezes causar
dificuldades operacionais com resinas catidnicas. Isto pode ser evitado, eliminando o
contato dos ions envolvidos e pode normalmente ser resolvido por uma lavagem
acida prolongada. Entupimentos com ferro ocorrem tanto em resinas anidnicas
quanto catidnicas. Tais ocorréncias sao eliminadas, por tratamento proprio da resina
ou prevencao.
Procedimentos de limpeza em resinas entupidas.
1. Contaminagdo organica pode ser limpa por:
NaCl 10% a quente;
NaCl 10%-NaOH 2% a quente;
NaClO 2-4%.
2. Precipitacdo de silica, H,Si03, pode ser limpa com NaOH 2-4% a quente (49
°C), a qual produz uma solu¢do de Na,SiO;.
3. Precipitado de sulfato de célcio pode ser limpo por contato com HCI em
fluxo contracorrente.
4. Oleos e graxas podem ser limpas por detergente nio iénico.

5. Silicatos de ferro podem ser limpos por acido hidrofluérico.

3.4.13.4. Choque osmotico
A exposicdo alternada da resina a altas e baixas concentragdes de
eletrolito pode causar rachaduras e quebras devido a contracdo e expansao

alternadas. Eventualmente ocorre significante reducdo do tamanho das particulas,
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causando um aumento da resisténcia ao fluxo e subseqiiente perda de resina. A
resisténcia de um dado material ao choque osmotico pode ser determinada pela
exposi¢ao da resina a ciclos de alta e baixa concentracdo. Por exemplo, um
tratamento alternado da coluna de resinas com NaOH (4%), agua, H,SO, (8%) e
novamente agua, constitui um teste severo e indicativo.

O tamanho de particulas ¢ o fator mais importante no choque osmético.
As particulas menores, particularmente aquelas que passam em uma peneira 30
mesh (menor do que 0,6 mm) sdo consideravelmente mais resistentes a quebras do

que particulas maiores.

3.4.13.5. Atrito mecanico

A estabilidade fisica das resinas de troca i6nica ¢ importante para prevenir
perdas por atrito na operagdao da coluna. As perdas devido ao choque osmotico ou
precipitacdo nos poros da resina sdo erroneamente relatados como atrito mecanico.
Entretanto, podem ocorrer perdas devido ao atrito mecanico, quando a resina ¢
submetida a forgas mecanicas nao usuais. Por exemplo, quebras sao encontradas no
movimento das resinas de um vaso para outro, tais como ocorre em alguns
equipamentos continuos em contracorrente. A combinacao de vazao elevada e leito
de resina profundo, também podem contribuir para a fratura da resina. As particulas

maiores estdo mais sujeitas ao atrito mecanico do que particulas menores.

79



3.4.13.6. Radiacao

Geralmente, resinas de troca cationica sao adequadamente estaveis para
quase todas as aplicagdes envolvendo radioatividade. A radiagdo pode destruir as
ligacOes cruzadas da base polimérica da resina. Resinas de troca anidnica sio menos

estaveis frente a radiacdo, embora também sejam adequadas para uso em tais

condi¢des (DOW LIQUID SEPARATION).

3.5. ADSORCAO

Ha muito tempo ¢ sabido que um solido poroso pode reter volume
relativamente grande de gases condensaveis. Ja& em 1777, Fontana notou que um
carvao vegetal recém calcinado, e resfriado sobre merctrio, foi capaz de reter,
muitas vezes o seu proprio volume de varios gases. No mesmo ano, Scheele
constatou que o ar expelido de um carvao vegetal em aquecimento era retido
novamente no resfriamento, de modo que o ar chegou a preencher oito vezes o
espago ocupado pelo carvao.

Logo em seguida, observou-se que o volume retido variava de um carvao
para outro e de um gas para outro. Saussure, em 1814, sugeriu que a eficiéncia do
solido dependia da area da superficie exposta. Por outro lado, Mitscherlich em 1843,
enfatizou o sistema de poros de carvao. E estimou seu diametro médio 1/2400 in.
Estes dois fatores, area superficial e porosidade (ou volume de poros), sdo ainda
hoje utilizados no estudo do fendmeno de adsor¢do, ndo somente em carvoes, mas

em uma grande variedade de outros sélidos. Dessa forma, verifica-se que a medida
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de adsor¢do de gases ou vapores representa uma informagdo valiosa da
determinagao da area superficial e da estrutura porosa de um so6lido (MIOTTO,
2002).

O termo adsorcdo foi introduzido por Kayser em 1881, para conotar a
condensacdo de gases em superficies livres, ao contrario da absor¢do gasosa, onde as
moléculas de gas penetram na massa do solido absorvente. Adsor¢do tem sido
internacionalmente definida como o enriquecimento ou empobrecimento de um ou
mais componentes de uma fase em uma camada interfacial.

No caso de uma interface gas solido, as moléculas do gas sao atraidas para
a zona interfacial como conseqiiéncia de forgas atrativas exercidas pela superficie.

As forcas intermoleculares podem se dividir em dois grupos conforme sua

natureza:

e Forcas especificas que exigem uma caracteristica particular das
moléculas como, por exemplo, pontes de hidrogénio entre dois
atomos de elevada eletronegatividade pertencente a moléculas
distintas e atragdes eletrostaticas entre moléculas polares ou com
dipolos permanentes.

e Forgas ndo especificas, forcas dispersivas ou forcas de London
(pertencentes ao grupo das forgas de Van der Waals), que estdao

sempre presentes, pois exigem apenas a presencga de elétrons. Elas
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resultam de uma polarizagdo momentanea induzida por flutuacoes

rapidas na densidade eletronica das moléculas vizinhas.

E possivel afirmar que o processo de adsorgdo é geral, pois mesmo na
auséncia de interagdes especificas existem sempre as for¢cas de London para atrairem
as moléculas da fase gasosa para a interface.

A adsor¢do ¢ um processo exotérmico, portanto a quantidade de gas
adsorvido no equilibrio diminui quando a temperatura aumenta, ¢ ¢ geralmente
muito pequena para temperaturas superiores a temperatura critica.

Quando o processo envolve apenas forgas de Van der Waals, ndo ha
alteracdo quimica das moléculas adsorvidas, e o calor de adsorcao ¢ pequeno, trata-
se de uma sorcao fisica. Eventualmente podem se estabelecer ligagdes quimicas com
sitios ativos da superficie, conduzindo a formagdo de um composto quimico de
superficie, ou complexo de adsor¢ao que ¢ da mesma ordem de grandeza dos calores
de reagdao. No primeiro caso podem se formar camadas moleculares sobrepostas,
enquanto que na adsor¢ao quimica se forma uma Unica camada molecular adsorvida.

Quando um soélido poroso em um recipiente fechado € exposto a um gas a
uma pressao definida, inicia-se a adsorcao do gas e o processo ¢ acompanhado por
um aumento na massa do sélido e um decréscimo na pressao do gas. Apds um tempo
a pressao se torna constante € a massa deixa de aumentar, pois foi atingido o

equilibrio. A quantidade de gés adsorvido pode ser calculada a partir da queda de
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pressao pela aplicagdo da lei dos gases se o volume do recipiente e do sélido forem

conhecidos, ou pode ser determinado diretamente pelo aumento da massa de sélido.
No equilibrio a quantidade de um dado gas adsorvido por um determinado

adsorvente sera tanto maior quanto maior for a area da interface e depende também

das variaveis: pressao e temperatura.

3.6. PROCEDIMENTO INDUSTRIAL DE OBTENCAO DO CARAMELO

O caramelo ¢ um subproduto da extragdo do esteviosideo pelo processo
utilizado pela Steviafarma Industrial S.A.

O processo de obtengdo de todos os produtos da Stevia rebaudiana
Bertoni em suas etapas bésicas consistem de:

° Preparacao do extrato aquoso

e  Preparacdo do extrato organico

e  Obtencao do esteviosideo

e  Obtengao do caramelo

Para a preparagdo do extrato aquoso, folhas moidas de estévia sdo

misturadas com quantidade minima de 4gua fervente A seguir o extrato aquoso ¢
removido de forma que as folhas sejam separadas do liquido, permanecendo com o
minimo de umidade, aproveitando-se o méaximo de extrato aquoso. Este extrato
contém os principios adogantes, os pigmentos da planta e demais impurezas soluveis

em agua.
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O extrato aquoso ¢ extraido com qualquer um dos alcoois de quatro a oito
carbonos em mistura com um solvente menos polar como o benzeno, cloroférmio,
hexano etc. Esta operacdo transfere os principios adogantes € os pigmentos para a
fase organica da mistura, acompanhados de algumas poucas impurezas. A fase
organica ¢ entdo submetida a concentragdo até a formagdo de uma massa semi-
solida. A massa solida obtida na operagdo anterior € redissolvida, em alcool e deixa
da em repouso para cristalizar. Os cristais de esteviosideo impuros sao separados da
solugdo por centrifugagdo e lavados com alcool frio.

A dgua mae da primeira cristalizagdo contém tracos residuais de
esteviosideo demais principios adogantes, principalmente o rebaudiosideo A,
pigmentos da planta, principalmente a clorofila e ainda algumas impurezas. A
mistura dos principios adogantes ¢ denominado extrato doce ou caramelo. Para a
obtencdo do extrato doce, a 4gua mae da primeira cristalizagdo e evaporada sob
vacuo, produzindo-se um xarope denso, porém fluido. Esse xarope ¢ entdo recolhido
¢ misturado com acetona anidra. Forma-se, entdo um precipitado verde que consiste
em um agregado acetonico de esteviosideo, tragos de clorofila e grande quantidade
de rebaudiosideos. A acetona contida no agregado precipitado ¢ removida pelo

aquecimento do mesmo em estufa a temperatura em torno de 100 °C.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS
4.1.1. Caramelo
O Caramelo utilizado neste experimento foi retirado do lote 019 C,

fornecido pela Steviafarma Industrial S/A.

4.1.2. Colunas de troca ionica.

Optou-se por testar quatro resinas, sendo cada uma com um grupo
trocador, ou seja: coluna anidnica base forte, coluna catidnica de acido forte, coluna
anidnica base fraca e coluna cationica de acido fraco.

Foram utilizadas resinas de troca ionica da Rohm and Haas, cujas
especificagdes seguem abaixo, e foram escolhidas principalmente devido a suas
aplicagoes.

Coluna 1: Amberlite IRA -958-Cl

Recomendada pelo fabricante para remocao de cor.

Resina anidnica base forte, macro-reticular.

Boa adsor¢do e elui¢do de matéria organica. Alta eficiéncia na
remog¢dao de cor em sucos fortemente coloridos. Pode ser usado
sozinho ou como resina de polimento.

Regeneragdao com NaOH (10%), consumo de 3,0 Volumes Leito.

Capacidade total minima (eq/L): 1,0
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Coluna 2: Amberlite 252 Na

Resina catidnica de acido forte, macro-reticular com excelente
resisténcia mecanica ¢ osmotica. Recomendada para descalcificacao
de caldo de cana ou suco de beterraba.

Operagao no ciclo do hidrogénio, para remogao dos cations.

As suas propriedades estao descritas na tabela 1.

Tabela 1: Propriedades da resina catidnica de acido forte Amberlite 252-Na

Matriz Copolimero de estireno e divinilbenzeno
Grupo funcional --SO5°
Capacidade de troca > 1,80 eq/L
Densidade 7302810 g/L
Regeneracgdo Solugao de HCI (2,0 volumes-leito)
Tem. Maxima de operacao 100 °C
Vazao de servico 5 a 40 volumes-leito/h

Coluna 3: Amberlite IRA — 96 SB

Amberlite IRA 96-SB ¢ uma resina de troca i0nica de base fraca,
macro-reticular. O alto grau de porosidade desta resina promove
adsor¢do eficiente de moléculas organicas grandes e desorcao
durante a regeneragdo, deste modo permite excelente protecao contra
“fouling” organico. Opera¢do no ciclo hidroxila, para remocao dos

anions e ajuste do pH assim como eliminag¢ao final de cor.
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As suas propriedades estao descritas na tabela 2:

Tabela 2: Propriedades da resina anionica de base fraca Amberlite IRA 96-SB

Matriz Copolimero de estireno e divinilbenzeno
Grupo funcional Amina tercidria
Capacidade de troca > 1,25 eq/L
Densidade 610 a 690 g/L
Regeneragao Solugao de NaOH (2,0 volumes-leito)
Temp. maxima de operacao 100 °C
Vazao de servigo 5 a 40 volumes-leito/h

Coluna 4: Amberlite IRC 50
Resina cationica de acido fraco, macro-reticular.
Operagao no ciclo hidroxila, para remogao de cations.
Capacidade minima total (eq/L): 3,0.
Todas as resinas sdo recomendadas para a industria alimenticia, com

aprovacao junto aos orgaos de saude.

4.1.3. Reagentes:
e  Para regeneracdo das colunas catidnicas utilizou-se acido cloridrico P.A.
marca Nuclear.
e  Para regeneracdo das colunas anidnicas utilizou-se Hidroxido de sodio

P.A. marca Nuclear.
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Para lavagem inicial das colunas utilizou-se alcool etilico 96 °GL
fornecido pela Usina Santa Terezinha.

Para sanitizagdo das colunas de Troca I6nica utilizou-se acido peracético,
fornecido pela Solvay-Perdxidos do Brasil Ltda.

Para as andlises de cromatografia, utilizou-se Acetonitrila grau HPLC,
marca OMNISOLV.

Para regeneracdo da coluna anidnica com 25 L de resinas utilizou-se
hidroxido de so6dio comercial.

Para regeneracdo da coluna catidnica com 25 L de resinas, utilizou-se

acido cloridrico comercial.

4.1.4. Equipamentos

Cromatografo Liquido de alta Eficiéncia Modelo HP 1090 acoplado a um
detector de Ultravioleta. Coluna para cromatografia Merck Lichrocart
125-4 tipo Lichrospher 100 NH; — 5 um.

Balanca Filizola MFI-100, capacidade de 100 + 0,02 Kg.

Balanca analitica OHAUS — Adventurer — capacidade de 210 + 0,0001 g.
Estufa de Secagem e Esterilizacdo, marca FANEM. Modelo 315 — SE.
Espectrofotometro digital marca Micronal B-342 II.

Evaporador rotativo Quimis.
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e  Conjunto de colunas de troca 16nica com capacidade de 4 litros de resina,
confeccionado em PVC.

e  Conjunto de colunas de troca i6nica com capacidade de 25 litros de
resina, confeccionado em PVC.

e  Bomba centrifuga modelo Dancor Pratika CP-4C P. Term.

e  Filtro de cartucho de celulose abertura de 1 pum, marca Millipore.

e  Filtro Millex LCR com membrana PTFE modificada para filtragdo de
solventes organicos e aquosos 0,45 um, 13 mm.

e  Refratometro de Brix Quimis, modelo Q-107-A1 com compensagao
automatica de temperatura.

e  Deionizador Permution

e  Espectrofotometro UV-VIS (HITACHI U-200).

4.2. METODOLOGIA DE CLARIFICACAO

4.2.1.Testes de clarificacao da soluciao de caramelo com resinas de troca ionica

em sistema de batelada

Foram realizadas testes em batelada com a finalidade de determinar as

melhores condic¢oes de clarificacao e purificagdo da solugao de caramelo.
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4.2.1.1. Preparacio da Solucdo de Caramelo.

Tomando como base a solu¢ao de caramelo de concentragao 9% (9 g/100
mL), para uma solugdo de 1 L, pesou-se 90 g de caramelo em pd, e dissolveu-se com
agua deionizada, de modo que a solucao final atingisse um volume de 1L, medido
em baldo volumétrico. Esta solucdo de coloragdo marrom escura foi em seguida
filtrada em papel qualitativo, adicionando-se a solug¢do 2 g de conservante sorbato de

potassio.

4.2.1.2. Regeneracao das resinas para utilizacio em sistema batelada

As resinas para os testes em batelada foram regeneradas seguindo o
procedimento de regeneragdo em colunas, descrito no item 4.2.2.2

As resinas foram acondicionadas em colunas, lavadas e regeneradas e em
seguida foram retiradas das colunas e armazenadas em meio aquoso para uso.
Adotou-se este procedimento, devido a necessidade de uma alta eficiéncia na

regeneragdo. E sabido que regeneragao em batelada tem pouca eficiéncia de troca.

4.2.1.3. Clarificacao da soluciao de caramelo com resinas de troca ionica.

Para o estudo da clarificacdo da solu¢ao de caramelo foram utilizadas
misturas das resinas Amberlite IRA 96-SB (anidnica de base fraca), Amberlite 958-
ClI (anionica de base forte), Amberlite 252-Na (catidnica de acido forte) e Amberlite

IRC-50 (cationica de acido fraco) como ilustrado na Tabela 3.
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Aliquotas de 100 mL de solucdo 9% de caramelo (p/v) em agua
deionizada preparadas como descrito no item 4.2.1.1., foram tratadas com
quantidades de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 g de misturas de resinas por 30 minutos, sob

agitacdo de 45 rpm e temperatura ambiente.

Tabela 3: Composicao das resinas mistas

Amostra Resina 1 (50%) Resina 2 (50%)
RA Amberlite IRA-96-SB Amberlite 252-Na
RB Amberlite IRA-96-SB Amberlite IRC-50
RC Amberlite 958-Cl Amberlite 252-Na
RD Amberlite 958-Cl1 Amberlite IRC-50

A porcentagem de clarificagdo e o teor de adogantes nas amostras de
caramelo tratadas foram determinados como descrito nos itens 4.3.1 e 4.3.2

respectivamente.

4.2.1.4. Efeito da concentracio da solucdo de caramelo na clarificacao
utilizando-se a mistura de resinas de troca ionica selecionada.
Foram preparadas solu¢des de caramelo nas concentragdes 9, 11, 13 e
15% de acordo com a metodologia descrita no item 4.2.1.1.
Aliquotas de 100 mL da solugcdes de caramelo com diferentes

concentragdes foram tratadas com 20 g da mistura das resinas Amberlite 96-SB e
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Amberlite 252-Na na proporcao (50%:50%), durante 30 minutos com agitagdo a 45
rpm, a temperatura ambiente.

A porcentagem de clarificagdo e o teor de adogantes nas amostras de
caramelo tratadas foram determinados como descrito nos itens 4.3.1 e 4.3.2

respectivamente.

4.2.1.5. Teste de saturacao das resinas.

Este procedimento consistiu em exaurir a capacidade de adsor¢do das
resinas, colocando em contato com as resinas usadas uma nova solu¢ao de caramelo,
até que nao fosse observada qualquer clarificagdao da solugao.

Aliquotas de 100 mL de solucdo 9% de caramelo em agua deionizada
foram adicionadas a 20 g de mistura das resinas Amberlite IRA-96-SB e Amberlite
252-Na (50%:50%) e mantidas durante 30 minutos sob agitacdo de 45 rpm, a

temperatura ambiente.

4.2.1.6. Teste de clarificacao maxima da solucao de caramelo com mistura das
resinas de troca ionica.

Da mesma forma como se pretendeu exaurir a capacidade de troca das
resinas, viu-se necessario a determinagdo, a clarificacio méaxima que a solucao de
caramelo pode alcancar.

Amostras de 100 mL de solucdo 9% de caramelo foram tratadas

repetidamente com 20g da mistura de resinas novas Amberlite IRA-96-SB e
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Amberlite 252-Na (50%:50%), durante 30 minutos sob agitagdo constante a
temperatura ambiente, até que ndo houvesse mudangas na coloragdo da solucao de
caramelo.

A porcentagem de clarificagdo e o teor de adogantes nas amostras de
caramelo tratadas foram determinados como descrito nos itens 4.3.1 e 4.3.2

respectivamente.

4.2.2. Testes de clarificacao da solucao de caramelo em colunas de troca ionica
Os estudos de clarificacdo da solugdao de caramelo em colunas de resinas
de troca i0nica selecionadas foram executados em planta piloto, para que os dados

obtidos pudessem ser extrapolados para o processo industrial.

4.2.2.1. Preparacao da coluna

As resinas Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, selecionadas no
teste em bateladas (item 4.2.1.3) foram empacotadas em colunas construidas com
tubos PVC Tigre de 75 mm de didmetro e um metro de altura, com volume util de
4,5 L. Cada coluna recebeu 4,0 L de resina. Inicialmente as resinas foram lavadas
com nove litros de alcool etilico 96 °GL, e em seguida lavadas com igual volume de
agua deionizada.

O conjunto foi montado sobre estrutura metélica. A solucao de caramelo
foi bombeada para a coluna em fluxo descendente, através de uma bomba

centrifuga. O fluxo foi controlado através de um registro tipo globo com abertura de
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0,25 in. Para a regeneracao do sistema foram utilizadas duas bombonas plasticas
como reservatorio e a solugdo foi eluida para a coluna por gravidade. O sistema de
clarificacdo da solu¢do de caramelo em colunas de troca i0nica esta ilustrado na

Figura 14.
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Solugdo
Coluna A Coluna B Clarificada

—
Pré filtro

Alimentagao

Figura 14: Sistema de colunas de troca i0nica utilizada para clarificacdo de solugao

de caramelo.

4.2.2.2. Regeneracao das resinas
As colunas foram regeneradas conforme procedimento descrito nas tabelas

4eS5.
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Tabela 4: Esquema para regeneragao da resina cationica forte — Amberlite 252-Na

Coluna A — Catidnica Forte — Amberlite 252 — Na

Passos  Tempo Servico Sentido Vazdo Fluido Volume
(min) (BV/h) (BV)
1 15 Retrolavagem A 4 Agua 1
2 30 Injecao HCI v 4 HCI 7% 2
3 30 Lavagem lenta v 4 Agua 2
4 30 Lavagem répida v 8 Agua 4

Tabela 5: Esquema para regeneracao da resina anidnica fraca — Amberlite 96-SB

Coluna B — Anionica Fraca — Amberlite 96 SB

Passos Tempo Servico Sentido Vazdo Fluido Volume
(min) (BV/h) (BV)
1 15 Retrolavagem A 4 Agua 1
2 30 Injecao NaOH v 4 NaOH 5% 2
3 30 Lavagem lenta \{ 4 Agua 2
4 30 Lavagem rapida v 8 Agua 4

4.2.2.3. Preparacao da solucio de caramelo

Foram preparadas solucdes aquosas de caramelo nas concentragdes de 9%,
11%, 13% e 15%.

O caramelo foi pesado e dissolvido em um tanque de 100 litros, com agua
deionizada. A 4gua utilizada foi previamente deionizada para evitar a interferéncia

de sais inorganicos no processo de clarificagdo e regeneragdo das resinas. As
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concentragdes das solugdes foram monitoradas por um refratdmetro de Brix e os
teores de adogantes foram determinados por CLAE, como descrito no item 4.3.2.
A solucao foi deixada decantar por duas horas e em seguida filtrada em um

filtro de celulose tipo cartucho, com abertura de 1 p.

4.2.2.4. Efeito da vazao na clarificacdo da solucdo de caramelo em colunas de
troca ionica

Foi utilizado o conjunto de colunas descrito no item 4.2.2.1. A solugdo de
caramelo 9% foi eluida no sentido descendente.

Iniciaram-se os testes com uma vazdo de 40 volumes-leito/hora. Em
seguida foram efetuados testes com vazodes de 30 volumes-leito/hora, 10 volumes-
leito/hora e cinco volumes-leito/hora.

A solucdo de caramelo foi eluida pela coluna e nos testes utilizando-se
vazoes de 40, 30 ¢ 10 volumes—leito/h as amostras foram retiradas a cada dez
minutos. No teste usando-se vazdo de cinco volumes-leito/h as amostras foram
coletadas a cada 20 minutos para analise de adogantes totais, teor de solidos

dissolvidos (°Brix), e porcentagem de clarificagao.

4.2.2.5. Efeito da concentracido da solucio de caramelo na clarificacio em
colunas de troca ionica
Este teste teve por finalidade, uma vez definida a vazao de trabalho mais

adequada, determinar a concentragao de solucdo de caramelo que obtivesse
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melhores resultados de clarificagdo. Foram preparadas solucdes de caramelo com
quatro concentragdes diferentes: 9%, 11%, 13% e 15%. A metodologia de preparo
estd descrita no item 4.2.2.3.

A solugdo de caramelo foi eluida pelas colunas de resina Amberlite IRA-
96-SB e Amberlite 252-Na e as amostras foram coletadas a cada 20 minutos.
Analisou-se o teor de adogantes totais, teor de solidos dissolvidos e porcentagem de

clarificacao.

4.2.2.6. Curva de ruptura e ponto de exaustao

Um conceito de ampla aplicacdo na determinacdo do equilibrio de troca
ionica em sistema de leito fixo ¢ a chamada “zona de transferéncia de massa”
(ZTM), em que a resisténcia total a transferéncia de massa ¢ expressa em termos de
uma quantidade relativa de resina necessaria ao equilibrio. O movimento da ZTM ao
longo do leito pode ser verificado visualmente, mas o seu acompanhamento ¢
realizado com mais facilidade através do monitoramento da concentragao do soluto
do efluente.

O movimento da ZTM pode ser representado pelas curvas de ruptura, nas
quais a ordenada corresponde a concentracdo do efluente (C) e a abscissa
corresponde a duragdo do fluxo através da coluna, ou seja, o tempo (t) de percolacao
da solugdo pelo leito ou ainda volume (V) de solucdo que atravessou o leito.

O ponto de ruptura ¢ definido arbitrariamente, sendo usualmente

considerado quando a concentracdo do efluente alcanga um valor igual a 5% da
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concentragdo da alimentacdo. O ponto de exaustdo ¢ considerado quando a
concentragdo do efluente for igual a concentracdo da alimentagdo, ou seja, a
capacidade de troca da resina estiver completamente esgotada (RUPP, 1996).

Tanto o ponto de ruptura quanto o ponto de exaustdo podem ser expressos
em volumes-leito, ou seja, a razdo entre o volume total tratado e o volume do leito
de resina.

Estes parametros foram monitorados através da avaliacao da clarificagao,
na vazao de 5 volumes-leito/hora em uma solucdo de caramelo a 9% de

concentracao.

4.2.2.7. Teste de vida util das resinas.

Este procedimento consistiu em exaurir a capacidade de adsorcao das
resinas, proceder a regeneracao € novamente exaurir a capacidade de troca da resina.
O procedimento foi repetido para verificar o numero de regeneracdes possiveis nas
resinas, sem que houvesse perda significativa de sua eficiéncia.

Estes estudos foram realizados em colunas construidas com tubos de PVC
Tigre de 150 mm de didmetro e 1500 mm de altura. Cada coluna foi empacotada
com 25 L de resina.

Ap6s o empacotamento, as resinas Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-
Na foram lavadas com 50 L de élcool etilico 96 GL, e em seguida lavadas com igual

volume de 4gua. Foram utilizados neste teste os resultados mais expressivos dos
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anteriores, ou seja, a vazao de 5 volumes-leito/hora e concentragdo de 9% na
solucdo de caramelo.

A vazao de 5 volumes-leito/h foi controlada através de um registro globo
com abertura de 0,25 in. Utilizou-se uma bomba centrifuga Dancor Pratika CP-4C P.
Term.

A solucdo 9% de caramelo foi preparada em um tanque de 500 L, com agua
deionizada. A agua utilizada foi previamente deionizada para evitar a interferéncia
de sais inorganicos no processo de clarificacdo e regeneracdo das resinas. As
concentragdes das solugdes foram monitoradas por um refratometro de Brix e os
teores de adogantes foram determinados por CLAE. A solugao foi deixada decantar
por duas horas. No conjunto de colunas foi incorporado um filtro de cartucho, com
elemento filtrante de polipropileno com abertura de 1,0 p como ilustrado na Figura
14.

Considerou-se clarificado, o produto que atendia a uma absorvancia de
0,05 a 420 nm ¢ 0,001 a 670 nm em uma solugdo com 4% de concentragao. Estes
valores correspondem a uma clarificacdo superior a 90%, entretanto optou-se pela
medida de absorvancia, uma vez que sdao parametros aceitos comercialmente.
Considerou-se a coluna saturada, quando se atingiu o ponto de exaustao.

A solucdo de caramelo com valores de absorvancia superior ao
especificado, foi novamente clarificada em uma coluna regenerada, que em seguida

recebia solucao de caramelo inicial, até atingir o ponto de exaustao.
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Apoés saturagdo as colunas foram regeneradas, conforme procedimento

descrito no item 4.2.2.2. ¢ novamente submetidas ao processo de clarificacao.

4.2.2.8. Desinfec¢ao das resinas

As resinas sdo passiveis de infeccao e por isso efetuou-se uma desinfec¢ao
semanal utilizando-se 4acido peracético.

Devido a alta contaminagdo por matéria organica ao final do ciclo
operacional, foi feito um tratamento com salmoura alcalina antes da desinfec¢do
com acido peracético.

Preparou-se aproximadamente quatro volumes-leito de uma solugdo
contendo NaOH 2% (20 g/L) e NaCl 10% (100 g/L). Procedeu-se a limpeza a 45 °C.

Inicialmente, lavou-se a resina em fluxo contracorrente. Em seguida foi
percolado vagarosamente dois volumes-leito da solugdo por aproximadamente duas
horas. Deixou-se a solu¢do em repouso dentro da coluna por uma noite. Em seguida
percolou-se os dois volumes-leito restante, por uma hora. Lavou-se a coluna com
dois volumes-leito de agua deionizada (dois volumes-leito/hora). Em seguida
aumentou-se a vazao da agua até fluxo normal.

Ap0s o tratamento com salmoura alcalina a coluna foi drenada e introduziu-
se um volume-leito de acido peracético a 0,2% de concentracdo através do pé da
coluna. Deixou-se em contato por uma hora. Em seguida procedeu-se a lavagem das

colunas e finalmente procedeu-se a regeneragdo conforme item 4.2.2.2.
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A eficiéncia da sanitizagdo foi verificada através da andlise de Coliformes

Totais. Utilizou-se a técnica do nimero mais provavel, descrito a seguir:

Preparou-se o meio de cultura (caldo lactosado ou caldo lauril sulfato
triptose) em quantidade suficiente para analise. Identificou-se trés séries de cinco
tubos contendo o caldo lactosado (15 tubos para cada amostra). Transferiu-se 10 mL
de meio de cultura para cada tubo contendo tubos de Durhan invertidos e
autoclavou-se por 15 minutos a 121 °C. O conservante foi inativado com uma
solugdo de 0,3 g de lecitina e 3 mL de Tween 80 (Polisorbato) em 90 mL de meio de
cultura, autoclavado previamente. Transferiu-se 10 mL da amostra para a solugao
inativante. Apo6s 15 minutos o conservante foi inativado.

Transferiu-se 1 mL da amostra inativada para a primeira série de tubos. Em
seguida transferiu-se 1 mL da série anterior para a serie de tubos seguinte.
Transferiu-se novamente 1 mL da série anterior para a série de tubos seguinte. Foi
feito um controle adicionando-se 10 mL de meio de cultura em tubo de ensaio. As
amostras foram incubadas a 35 C, durante 24 — 48 h. Apo6s 24 hora, foi feito uma
leitura. Quando o resultado foi positivo houve formacao de gas no tubo de Durhan.
Para os tubos que deram resultado negativo, incubou-se por mais 24 horas a 35C e
realizou-se nova leitura. Os resultados foram calculados com base na tabela de
NMP. Este resultado foi referente a coliformes totais. Quando os tubos
apresentavam resultados positivos, foi necessaria uma pesquisa de Coliformes totais.
Os tubos positivos foram repicados em tubos com 10 mL de caldo EC com tubos de

Duhran. As amostras foram incubadas a 35°C por 18 a 24 horas. Considerou-se
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positivo os tubos que apresentavam formacdo de gas. Os resultados foram

calculados com base na tabela de NMP (Anexo I).
4.3. METODOLOGIA ANALITICA

4.3.1. Avaliacao da clarificacao

Para o estudo da clarificagdao da solugdo de caramelo em colunas de troca
10nica foram feitas curvas de calibracdao da solugdo de caramelo nos comprimentos
de onda, de absor¢ao maxima verificados no espectro de varredura. Esta curva de
calibragdo teve por objetivo determinar, além da clarificacio da solucdo, o
comportamento da solugdo ao longo do processo.

A clarificacdo nos testes em coluna foi definida tomando-se apenas a

absorvancia da solugdo em pontos de maximo.
. ~ D
% despigmentagdo= (1 - g)xl 00
Onde:

A = Absorvancia no Amax. (420 nm e 670 nm) antes da purificagdo.

D = Absorvancia no Amax (420 nm e 670 nm) depois da purificagdo.

4.3.2. Determinacio dos principios adocantes no caramelo
As analises de esteviosideo e rebaudiosideo A nas amostras de solugao de

caramelo foram realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia HP1090
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equipado com detector de Ultravioleta 210 nm e detector de indice de refragdo e
coluna Lichrocart de NH, de 125 mm de comprimento € 4 mm de didmetro interno

como descrito por HASHIMOTO & MORIYASU (1978).

A fase movel foi preparada pela mistura de 800 mL de acetonitrila (grau
HPLC, filtrada em filtro Millipore 0,45 um) e 200 mL de agua (destilada, filtrada em
filtro Millipore de acetato de celulose c6d LCR-JBRI3LCRI Millipore com abertura

de 0,45 um). A fase movel foi degaseificada. Utilizou-se um fluxo de 1,5 mL/min.

Os padrdes de esteviosideo e rebaudiosideo A foram secos a 105 °C por
duas horas e resfriados em um dessecador. Pesou-se exatamente 5,000 mg dos
padrdes (Wsa) e dissolveu-se completando o volume para 10 mL com a fase moével.

As solugdes foram filtradas em filtro Millipore 0,45 pum.

Para constru¢gdo da curva-padrdo de esteviosideo utilizaram-se as
seguintes concentragdes: 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 mg/mL. As analises foram
feitas em triplicata. A curva-padrdo com os resultados analiticos podem ser

observados no Anexo II.

As amostras foram aquecidas 105 °C por duas horas e resfriadas em um
dessecador. Pesou-se exatamente 5,000 mg da amostra teste (W) e dissolveu-se
completando o volume para 10 mL com a fase mdvel. As solugdes foram filtradas
em filtro Millipore, 0,45 pm ou equivalente. As solucdes de caramelo foram
analisadas utilizando o mesmo procedimento, sendo utilizado a curva-padrao de

esteviosideo. Foram injetadas aliquotas de 20 uLL de amostra. Os testes foram feitos
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em duplicata. Os tempos de retengdo do esteviosideo e do rebaudiosideo A foram
confirmados pelos padrdes. O coeficiente de variagcdo (100 x desvio padrao dividido

pela média das areas) para as areas nao deve exceder a 2%.

Calculos:
% Esteviosideo = @xj—“xloo
sa
% Rebaudiosideo A = %x:—cxl,mxl%
sa
Onde :

Wsa = Peso do padrdo em mg

W = Peso da amostra em mg

Asa = Area do pico do esteviosideo na solugdo padrio
Aa =Area do pico do esteviosideo na amostra

Ac = Area do pico do rebaudiosideo A na amostra
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES:

5.1. CARACTERISTICAS DO CARAMELO

5.1.1. Conteudo de esteviosideo e rebaudiosideo A no caramelo

O caramelo em po6 (Figura 15), subproduto da obtencdao do esteviosideo

apresentou 20,45% de esteviosideo e 22,78% de rebaudiosideo A (Tabela 6).

Figura 15: Placa de Petri contendo amostra do caramelo em po, conforme

¢ retirado do processo.
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Tabela 6: Composicao do caramelo utilizado no experimento.

Forma Fisica Esteviosideo (%)  Rebaudiosideo A (%) Brix Pureza
Po 20,45 22,78 - 43,23
Solugdo 9% de caramelo 1,75 1,99 9,0 41,55
Folha de Estévia 6.2 2.4 -

Os resultados analiticos do caramelo foram confirmados, mediante a
analise da solu¢do de caramelo 9% que também pode ser observado na Tabela 6. A
proporcao dos adocantes tanto na solucdo de caramelo quanto no pd se apresentam
de forma semelhante. A solucdo de caramelo 9% pode ser visualizada na Figura 16.

O caramelo apresenta em sua composi¢do uma grande concentragdo de
rebaudiosideo A, quando comparado com a existente na folha de estévia (Tabela 6).

Esta grande concentragdo de rebaudiosideo A no caramelo torna atraente a

sua recuperacao para utilizagdo como adogante. (GOTO & CLEMENTE, 1998).
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Figura 16: Tubo contendo solucdo de caramelo a 9% de s6lidos dissolvidos totais.

5.1.2. Avaliacdo dos comprimentos de onda de absorcao da solucdo de caramelo

A solucdo de caramelo a 9% apresenta coloragdo verde escura quase
preta, devido a pigmentos foliares presentes estévia, tais como clorofila e
carotenoides, que nao puderam ser eliminados no processo de obtencdo do

esteviosideo.
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Devido a coloragdo escura da solugdo, nao foi possivel medir a
absorvancia da solugdo em diferente comprimentos de onda, sendo necessaria a sua
diluicdo para uma concentragao de 0,5%.

A Figura 17 ilustra a varredura realizada de 400 nm a 900 nm, a partir da
solucdo de caramelo antes do processo de purificagdao, de onde se observam picos de
absor¢do em 420 nm e 670 nm, conforme descrito por MORAES (2000) e FUH &
CHIANG (1990).

Dessa forma adotaram-se os dois comprimentos de onda para avaliacdo do

processo de clarificacdo e para a determinacao do ponto de ruptura.
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Figura 17: Perfil de absorvancia da solucdo 0,5% de caramelo na faixa de 400 a 900

nm.
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5.2. TESTES DE CLARIFICACAO DA SOLUCAO DE CARAMELO EM

BATELADA.

5.2.1. Clarifica¢ao da solucio de caramelo com resinas de troca ionica
As amostras de 100 mL de solu¢do 9% de caramelo foram clarificadas

com quantidades de 5 a 30 g de misturas de resinas como descrito no item 4.2.1.3.

5.2.1.1. Clarificacdo da solucao 9% de caramelo com a mistura de resinas RA
(Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na)

A Figura 18 ilustra a clarificagdo de amostras de solugdo 9% de caramelo
com mistura de resinas RA (Amberlite IRA-96-SB (50%) e Amberlite 252-Na
(50%)).

Utilizando-se 10 g da mistura de resinas RA para 100 mL de solucao 9%
de caramelo foi obtido clarifica¢do inferior a 40%, enquanto que utilizando-se
quantidades de 20 a 30g de mistura de resina foi obtido cerca de 90% de
despigmentagao do caramelo.

Observou-se que a mistura de resinas RA apresenta excelente clarificagao,
em processo em batelada, quando a proporcao de solugdo de caramelo:mistura de
resina foi cerca de 5:1 (v:p)

Observa-se que este conjunto de resinas apresenta excelente clarificagao

quando o volume de caramelo ¢ inferior a 5 vezes o volume da resina.
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Figura 18: Clarificagdo da solugdo 9% de caramelo utilizando-se diferentes

quantidades da resina RA (Amberlite IRA-96-SB (50%) + Amberlite
252-Na (50%)).

A Tabela 7 apresenta o teor de solidos dissolvidos totais, teor de
adocantes totais e pureza das amostras de caramelo a 9%, tratadas com diferentes

quantidades da mistura de resinas RA.

Analisando os resultados da Tabela 7, observou-se que nao houve redugao
dos adogantes totais, demonstrando que as resinas tém afinidade pelas substancias
coloridas presentes na solu¢do de caramelo e ndo apresenta afinidade com os

adocantes (esteviosideo e rebaudiosideo A).
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Observou-se também, que as quantidades de substancias que colaboram
com a coloragdo da solugdo, estdo presentes em pequenas quantidades, uma vez que
nao houve reducdo significativa da quantidade de solidos dissolvidos, entretanto esta
pequena reduc¢do, resultou em um aumento da pureza. Os dados obtidos de pureza e
clarificagdo demonstram que apesar de estarem presentes em pequenas quantidades,

tais substancias apresentam forte coloragdo.

Tabela 7: Teor de solidos soluveis, adogantes totais e pureza das amostras de
solugdo 9% apos tratamento com diferentes quantidades da mistura de

resinas RA (Amberlite IRA 96-SB (50%) + Amberlite 252-Na (50%)).

Amostra Teor de solidos Adogantes totais (g/100 mL) Pureza (%)
(g de resina) dissolvidos
Inicial 9,0 3,74 41,55
5 8,0 3,69 46,12
10 8,0 3,74 46,75
15 7,6 3,80 50,00
20 7,8 3,65 46,79
25 7,6 3,71 48,81
30 7,6 3,65 48,03
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5.2.1.2. Clarificacio da solucdo 9% de caramelo com a mistura de
resinas RB (Amberlite IRA-96-SB e Amberlite IRC-50).

A Figura 19 ilustra a clarificacdo de solugdo de caramelo com diferentes
quantidades da mistura de resina Amberlite IRA-96-SB (50%) e Amberlite IRC 50
(50%). Foi obtido clarificagdo da solucdo de caramelo inferior a 40% em toda a
regido do espectro analisado mesmo utilizando 30g da mistura de resina RB para

100 mL de amostra de solugao 9% de caramelo.
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Figura 19: Clarificacdo da solu¢do 9% de caramelo utilizando-se diferentes
quantidades da resina RB (Amberlite IRA-96-SB (50%) + Amberlite-
IRC-50 (50%)).
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A Tabela 8 apresenta o teor de solidos totais dissolvidos, teor de
adogantes totais e pureza das amostras de solu¢ao de caramelo a 9%, tratadas com
diferentes quantidades da mistura de resinas RB (Amberlite IRA-96-SB (50%)
Amberlite 252-Na (50%)).

Analisando os resultados da Tabela 8, observou-se um comportamento
similar ao conjunto anterior em relagdo a pureza, que praticamente permaneceu
constante em todos os tratamentos. Entretanto, apesar de ndo ser significativa,
observou-se uma tendéncia de redugdo dos adogantes totais, indicando que as resinas
adsorveram pequena quantidade de adogantes da estévia. Esta reducdo colaborou

para que a pureza da solu¢do permanecesse aos patamares da alimentagao.

Tabela 8: Teor de solidos soluveis, adogantes totais e pureza, apds tratamento das
amostras de solucdo 9% de caramelo com diferentes quantidades da

mistura de resina RB (Amberlite IRA-96-SB (50%) e Amberlite 252-Na

(50%)).
Amostra Teor de solidos Adogantes totais (g/100 Pureza (%)
(g de resina) Dissolvidos mL)
Inicial 9,0 3,74 41,55
5 8,4 3,55 42,26
10 8,2 3,46 42,19
15 8,0 3,39 42,37
20 8,0 3,58 44,75
25 7,6 3,25 42,76
30 7,8 3,29 42,18
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5.2.1.3. Clarificacdo da solucao 9% de caramelo com a mistura de resinas RC
(Amberlite 958-C1 e Amberlite 252-Na).

A Figura 20 ilustra a clarificagdo da solucdo 9% de caramelo com
diferentes quantidades da mistura de resinas (Amberlite 958-Cl (50%) e Amberlite
252-Na (50%)). A clarificagdao da solugdo de caramelo foi inferior a 25%, mesmo
usando 30g da mistura de resina RC em 100 mL de solu¢do 9% de caramelo.

O conjunto de Resinas RC, conforme pode ser visualizado na Figura 20,
apresentou uma clarificagdo homogénea em todo o espectro analisado, entretanto
observou-se que a clarificagdo esta abaixo de 25%. O nivel de clarificacao sofre
pouca influéncia da concentracdo de resina, demonstrando uma baixa afinidade aos

pigmentos presentes na solucao de caramelo.
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Figura 20: Clarificacdo da solu¢do 9% de caramelo utilizando-se diferentes
quantidades da mistura de resinas RC (Amberlite 958-C1 (50%) e
Amberlite 252-Na (50%)).

A Tabela 9 apresenta o teor de solidos dissolvidos totais, teor de
adogantes totais e pureza das amostras de solu¢do de caramelo a 9%, tratadas com
quantidades de 5 a 30 g da mistura de resinas Amberlite 958-Na (50%) e Amberlite
IRC-50 (50%).

Analisando os resultados da Tabela 9, observou-se que tanto o teor de
solidos dissolvidos totais quanto o teor de adogantes totais sofreram pequena

influéncia apos tratamento com a mistura de resinas RC.
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Tabela 9: Teor de s6lidos soluveis, adogantes totais e pureza apos tratamento das
amostras de solu¢do 9% de caramelo com diferentes quantidades da

mistura de resina RC (Amberlite 958-C1 (50%) e Amberlite IRC-50

(50%)).
Amostra Teor de solidos Adocantes totais (g/100 Pureza (%)
(g de resina) dissolvidos mL)
Inicial 9,0 3,74 41,55
5 8,6 3,58 41,62
10 8,6 3,77 43,84
15 8,4 3,68 43,80
20 8,4 3,51 41,78
25 8,2 3,81 46,46
30 8,2 3,48 42,43

5.2.1.4. Clarificacdo da solucao 9% de caramelo com a mistura de resinas RD
(Amberlite 958-C1 e Amberlite IRC 50)

A Figura 21 ilustra a clarificagdo da solu¢do 9% de caramelo utilizando-se

a mistura de resinas Amberlite 958-Cl (50%) e Amberlite IRC-50 (50%). Observou-

se clarificagdo da solugcdo de caramelo inferior a 20% na faixa de comprimento de

onda de 400 a 650 nm e inferior a 30% na faixa de 650 a 750 nm, indicando que a

mistura ndo ¢ adequada para a clarificagdo do caramelo.
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Figura 21: Clarificagdo da solugao 9% de caramelo utilizando-se diferentes
quantidades da mistura de resinas RD (Amberlite 958-Cl ¢ Amberlite
IRC-50).

A Tabela 10 apresenta o teor de sdlidos soltveis, teor de adocantes totais
¢ pureza das amostras de solucdo de caramelo a 9%, tratadas com diferentes
quantidades da mistura de resinas RD (Amberlite 958-Cl e Amberlite IRC-50).

Observou-se diminuicdo do teor de adogantes totais com o aumento da

quantidade da mistura da mistura de resinas RD.
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Tabela 10: Teor de sélidos soluveis, adogantes totais e pureza apds tratamento das
amostras de solu¢cdo 9% de caramelo com diferentes quantidades da

mistura de resinas RD (Amberlite 958-Cl e Amberlite IRC-50)

Amostra Teor de solidos Adocantes totais (g/100 mL) Pureza (%)
(g de resina) dissolvidos
Inicial 9,0 3,74 41,55
5 8,2 3,49 42,56
10 8,2 3,35 40,85
15 8,2 3,26 39,75
20 8,2 3,31 40,36
25 8,0 3,11 38,88
30 8,0 3,15 39,37

Avaliando-se os resultados obtidos nos testes de clarificacdo do caramelo
com misturas de resinas em batelada, foi obtido melhor resultado com a mistura de
resinas RA: Amberlite 96-SB e Amberlite 252-Na.

Verificou-se também que utilizando-se as misturas de resinas que
continham Amberlite IRC-50, houve uma reducao dos principios adogantes da

estévia, demonstrando que essa resina adsorve esses compostos.

5.2.2. Efeito da concentracio da solucdo de caramelo na clarificacio em
batelada

Ao visualizar as solu¢des em contato com as resinas e verificar os

resultados de clarificacdo, apresentados pelos conjuntos de resinas RA, RB, RC e

RD, observou-se que o conjunto de resina RA com uma concentracdo de 20g em
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100 mL, apresentou melhor nivel de clarificacdo em detrimento a concentragdes
menores. Por outro lado concentragdes maiores também nao apresentam niveis de
clarificagdo superiores, nao justificando o seu uso.

Dessa forma, para os testes seguintes optou-se pelo conjunto de resinas
RA com uma concentragao de 20 g em 100 mL, como sendo a mais conveniente, por
apresentar excelente clarificagdo com niveis relativamente baixa de resina.

As solugdes de caramelo com diferentes concentracdes (9, 11, 13 e 15%)
foram submetidas a clarificagdo com o conjunto de resinas RA com 20 g em 100 mL
de solugdo como descrito no item 4.2.1.4

A Figura 22 ilustra o efeito do aumento da concentragdo utilizando-se a
mistura de resinas RA (Amberlite 96-SB e amberlite 252-Na)

Conforme ja observado, a uma concentragdo de 9% de caramelo a
clarificacdo foi bastante satisfatoria, alcangando indices superiores a 90%,
demonstrando mais uma vez que este conjunto de resinas ¢ adequado para a

clarificagdo com esta concentracao de caramelo.
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Figura 22: Clarificagao da solugdo de caramelo nas concentragdes de 9%, 11%,
13% e 15% utilizando-se a mistura de resina RA (Amberlite IRA-96-SB
(50%) e Amberlite 252-Na (50%)).

Quando a concentracdo de caramelo ¢ aumentada para 11%, observa-se
uma pequena redugdo nos niveis clarificacdo do caramelo, entretanto o perfil de

clarificagdo permanece o mesmo da concentragdo anterior.
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Entretanto quando a concentracdo de caramelo ¢ aumentada para 13%,
observa-se uma redugdo nos niveis de clarificagdo em comprimentos de onda
inferior a 500 nm. Esta reducdo prejudica de maneira substancial os niveis de
clarificacdo, uma vez que os pigmentos que mais colaboram com a coloragao escura
se encontram nesta faixa de comprimento de onda.

Na concentracdo de 15%, observa-se uma reducdo nos niveis de
clarificacdo até¢ 650 nm.

Através deste experimento pode-se estabelecer um padrido de
comportamento do conjunto de resina RA, na clarificacio de uma solugdo de
caramelo.

Utilizando-se solu¢do de 9% e 11% de caramelo, observou-se que a resina
tem afinidade pelos pigmentos que absorvem abaixo de 480 mm, entretanto estes
pigmentos saturam rapidamente a coluna de forma que os niveis de clarificagdao

reduzem a medida que a concentragdo aumenta.

5.2.3. Teste de saturacao das resinas

A Figura 23 ilustra a clarificagdo de cinco amostras de solu¢ao 9% de
caramelo, sucessivamente em processo em batelada, utilizando uma amostra de
mistura de resinas RA (Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na).

A Figura 23, mostra que o melhor resultado de clarificacdo da solucao
9% de caramelo foi obtido no primeiro ciclo, pois se refere a primeira utilizacao das

resinas. A partir do segundo ciclo, observa-se uma redug¢ao na clarificagao, porém de
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forma homogénea em todos os comprimentos de onda. Isto se deve ao fato de que os
sitios ativos das resinas ja se encontravam parcialmente saturados.

No terceiro ciclo observou-se 0 mesmo comportamento do segundo ciclo,
entretanto com uma redugao maior na clarificagao.

A partir do quarto ciclo, observou-se que a clarificacdo foi reduzida,
sendo que de forma mais pronunciada para comprimentos de onda menores.

O quinto ciclo mostrou claramente a saturagdo da resina com relacdo a
diversos compostos, pois somente aqueles com grande afinidade ainda conseguiram

ser reduzidos.
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Figura 23: Clarificacdo da solu¢do de caramelo 9%, com resinas RA (Amberlite

IRA-96-SB e Amberlite 252-Na) por cinco ciclos.

5.3. TESTES DE CLARIFICACAO DA SOLUCAO DE CARAMELO EM
COLUNAS DE TROCA I6NICA

Ap6s a realizacdo dos testes em batelada, onde foram definidas as resinas

que apresentam o melhor nivel de clarificagdo, executou-se o estudo deste conjunto

de resinas em colunas, uma vez que o processo em colunas permite uma operagao

continua, além de apresentar uma maior eficiéncia, facilidade na regeneracao, e

permitir coleta de dados para o aumento de escala para uma transi¢do para colunas

industriais.

137






5.3.1. Efeito da vazao na clarificacdo da solu¢ao de caramelo em coluna de

troca ionica

5.3.1.1. Testes de clarificacio da solucdo 9% de caramelo em colunas de
Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na ligadas em série utilizando
vazoes de 40 e 30 volumes-leito/h
O efeito da vazao na clarificacdo da solucao 9% de caramelo em coluna
Amberlite IRA-96-SB e coluna Amberlite 252-Na, ligadas em série, foi testado
como descrito no item 4.2.2.4.
A Tabela 11 ilustra a clarificagcdo da solug¢ao 9% de caramelo, em colunas
de Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-se uma
vazao de 40 volumes-leito/h (160 L/h) e 30 volumes-leito/h.

Tabela 11: Clarificagao da solugdo de caramelo em colunas de Amberlite IRA-96-
SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-se vazdo de 40

volumes-leito/h (160 L/h) e 30 volumes-leito/h (120L/h)

40 volumes-leito/h 30 volumes-leito/h

Tempo Teor de solidos Clarificagao Teor de solidos Clarificagao

(Minutos) dissolvidos 420mm 670 nm dissolvidos 420mm 670 nm

10 9,0 0,00 523 9,0 0,00 6,4
20 9,0 0,00 2,25 9,0 0,00 0,00
30 9,0 0,00 0,00 9,0 0,00 0,00
40 44 0,00 0,00 9,0 0,00 0,00
50 0 - - 5.8 - -
60 0 - - 0,0 - -
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Observou-se que o teor de solidos dissolvidos da solugdo de caramelo nao sofreu
alteracdo ap6s 30 minutos de tratamento utilizando-se uma vazao de 40 volumes-
leito/h. Apés 40 minutos houve um decréscimo porque apos este tempo, toda a
solucdao de caramelo havia sido bombeada para a coluna e o produto remanescente
dentro da coluna, estava se misturando com agua, que estava sendo bombeada para o
interior da coluna, para eluir a solu¢do de caramelo presente dentro da coluna,
sofrendo uma dilui¢do. Entretanto ndo se observou, clarificacdo da solucdo de
caramelo, avaliada pela medida da absorvancia a 420 nm e 670 nm.

Observou-se também que o teor de solidos totais da solugdo de caramelo
nao sofreu alteracdo apos 40 minutos de tratamento, utilizando-se uma vazao de 30
volumes-leito/h. Apds 50 minutos houve um decréscimo no teor de sélidos, porque
apos este tempo, toda a solucao de caramelo havia sido bombeada para a coluna e o
produto remanescente dentro da coluna, estava se misturando com agua, que estava
sendo bombeada para o interior da coluna, para eluir a solu¢gao de caramelo presente
dentro da coluna, sofrendo uma diluicdo. Também nao se observou clarificagdao da

solucao, indicada pela medida da absorvancia a 420 nm e 670 nm.

5.3.1.2. Testes de clarificacio da solucdo 9% de caramelo em colunas de
Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na ligadas em série utilizando
vazao de 10 volumes-leito/h
A Tabela 12 ilustra os teores de solidos soluveis totais e o teor de

adogantes totais apods clarificagdo da solugdo 9% de caramelo em colunas de
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Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando uma vazao

de 10 volumes-leito/h.
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Tabela 12: Clarifica¢do da solucao de caramelo 9%, em colunas de Amberlite IRA-
96-SB e Amberlite 252-Na ligadas em série utilizando-se uma vazao de

10 volumes-leito/h (40 L/h).

Tempo (minutos) “Brix Adogantes Totais (g/100 mL) Pureza
Solugao inicial 9,0 3,74 41,55
10 0 - -
20 52 - -
30 8,4 3,59 42,74
40 8,4 - -
50 8,4 - -
60 8,4 3,85 45,83
70 8,6 - -
80 8,6 - -
90 8,8 3,81 43,29
100 8,8 - -
110 8,8 - -
120 9,0 3,63 40,33
130 9,0 - -
140 9,0 - -

Os valores de 8,4 podem estar indicando que pigmentos estdo sendo
adsorvidos e apds 120 minutos ocorreu saturagdo de resina.

Observou-se, através da Figura 24 que nos dez minutos iniciais, uma
clarificagdo alta devido a alta capacidade de adsor¢ao de pigmentos pelas resinas e
também devido a dilui¢do da solugdo de caramelo com agua existente na coluna. Na

amostra de 20 minutos ocorreu uma clarificacdo superior a 90%. No entanto, esta
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clarificagdo sofreu, um decréscimo acentuado atingindo o nivel minimo em 120
minutos, ou seja, apos 20 volumes-leito.

Ap0s esse tempo nao foi possivel calcular os valores de clarificagdo, pois
as leituras foram praticamente iguais a solugdo inicial. Dessa forma, o experimento

foi encerrado apds 140 minutos.
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Figura 24: Clarificacao de solucao 9% de caramelo em colunas de Amberlite IRA-
96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-se uma vazao
de 10 volumes-leito/h (40 L/h), avaliada pela medida de absorvancia nos

comprimentos de onda 420 nm e 670 nm.

Apesar de adsor¢do dos pigmentos presentes, o volume tratado foi
relativamente baixo, apenas 14 L (4 volumes-leito). Optou-se por executar um novo

experimento reduzindo-se a vazao.
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5.3.1.3. Testes de clarificacio da solucao de 9% de caramelo em colunas de
Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-
se 5 volumes-leito/h
A Tabela 13 ilustra o teor de solidos dissolvidos ¢ teor de adocantes totais
das amostras de caramelo clarificadas em colunas Amberlite IRA-96-SB e
Amberlite 252-Na, utilizando-se vazao de 5 volumes-leito/h. Observou-se que nao
houve reducao de adogantes totais durante o experimento.

Tabela 13: Clarificacao da solugdo de caramelo 9%, em colunas de Amberlite IRA-
96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-se uma vazao

de 5 volumes-leito/h (20 L/h).

Tempo (min) “Brix Adogantes Totais (g/100 mL) Pureza

Solugdo inicial 9,0 3,74 41,55
20 4,6 - -
40 7,6 - -
60 8,2 3,62 44,14
80 8,2 - -
100 8,2 - -
120 8,2 3,78 46,10
140 8,2 - -
160 8,2 - -
180 8,2 3,34 40,73
200 8,4 - -
220 8,4 - -
240 8,4 3,82 46,58
260 8,6 - -
280 8,6 - -
300 8,6 3,76 43,72
320 8,8 - -
340 9,0 - -
360 9,0 3,58 39,89
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Figura 25: Clarificacao de solucao 9% de caramelo em colunas de Amberlite IRA-
96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-se uma vazao de
5 volumes-leito/h (20 L/h), avaliada pela medida de absorvancia nos

comprimentos de onda 420 nm e 670 nm.

Observou-se, através da Figura 25, que com uma vazao de 20 L/h, ocorreu
uma clarificagdo da solu¢do de caramelo, quando avaliada em comprimentos de
onda 420 nm e 670 nm, acima de 93%.

Foi obtido clarificagao da solu¢do de caramelo acima de 90% por um
periodo superior a 180 minutos, ou seja, um volume superior a 15 vezes o volume

do leito de resinas.
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Apdés 180 minutos observou-se um decréscimo da clarificacdo
demonstrando que as resinas se encontram em fase de saturacao, entretanto ainda
possui capacidade de troca, que pode ser aproveitada no sentido de aumentar o
volume de solucao tratada, uma vez que a solugdo de caramelo pode ser considerada
pré-tratada antes de entrar em contato novamente com a coluna.

A figura 26 ilustra o perfil de absor¢do na faixa de comprimento de onda
de 350 nmm a 900 nm, da solu¢ao 9% de caramelo inicial e da amostra retirada das
colunas de Amberlite IRA-96-SB ¢ Amberlite 252-Na, ligadas em série, apds 180
minutos ou 15 volumes-leito

O resultado pode ser melhor visualizado na figura 27, onde mostra uma

ampliacao dos resultados apds o tratamento.
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Figura 26: Perfil de absor¢do na faixa de 350 nm a 900 nm antes e apos tratamento
em colunas de Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em

série, utilizando-se uma vazao de 5 volumes-leito/h.
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Figura 27: Perfil de absor¢do na faixa de 350 nm a 900 nm, da amostra de solugdao
9% de caramelo retirada das colunas de Amberlite IRA-96-SB e
Amberlite 252-Na, apds 180 minutos, utilizando-se uma vazdo de 5

volumes leito/h.

A figura 28 ilustra que a solugdo clarificada de caramelo obtida apos
tratamento em colunas de Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, mostrou-se
incolor e sem particulas em suspensdo. A Figura 29 mostra que o produto obtido da
secagem, da solugdo clarificada de caramelo, em spray, apresentou-se como um po

branco.
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Figura 28: Solu¢do 9% de caramelo apos clarificagdo em colunas de Amberlite

IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série.

Figura 29: Produto obtido apds secagem da solugdo clarificada de caramelo, em

secador tipo spray.
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5.3.2. Influéncia da concentracio de caramelo na clarificacao em colunas

de troca ionica
O efeito da concentracdo de caramelo na clarificagdo em colunas de
Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na foi testado como descrito no item

4.2.2.5.

5.3.2.1. Clarifica¢ao da solucio 11% de caramelo.

A figura 30 ilustra a clarificacao de solucao 11% de caramelo, em colunas
de Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em serie, utilizando-se fluxo
de 5 volume-leito/h. Foi obtido clarificagdo acima de 90% avaliada pela medida de
absorvancia a 420 e 670 nm, entretanto a clarificagcdo foi eficiente at¢ 120 minutos,
ou seja, até dez vezes o volume do leito de resinas.

Apo6s 120 minutos observou-se um decréscimo na clarificagdo. Este
volume pode igualmente ser utilizado para alimentar uma nova coluna, e aproveitar

ao maximo a capacidade de troca das resinas.
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Figura 30: Clarificacao de solucao 9% de caramelo em colunas de Amberlite IRA-
96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-se uma vazao
de 5 volumes-leito/h (20 L/h), avaliada pela medida de absorvancia nos

comprimentos de onda 420 nm e 670 nm.

Na clarificagdo de solugdo 11% de caramelo utilizando-se colunas
Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série e vazdo de 20 L/h foi
possivel clarificar dez vezes o volume do leito ou seja 4,40 Kg de caramelo. Este
valor foi menor do que a quantidade clarificada utilizando-se solugdo 9% de

caramelo, no qual foi possivel clarificar o equivalente a 6,48 Kg de caramelo.
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5.3.2.2. Clarificacdo da solucao 13% de caramelo.

A Figura 31 ilustra a clarificacdo de solugdo 13% de caramelo em colunas
de Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-se vazao
de 20 L/h. Foi obtido clarificacdo da solucao acima de 90%, quando avaliada pela
medida de absorvancia a 420 nm até sete volumes do leito de resinas.

Avaliando-se a clarificagdo pela medida de absorvancia a 670 ym foi
observado resultados acima de 90% somente nos 40 minutos iniciais, ou seja,
aproximadamente o equivalente a trés volumes do leito da resina. Entretanto a
clarificagdo da solugdo foi considerada eficiente at¢ 100 minutos, ou seja, até cerca
de sete vezes o volume do leito de resinas. Apds 100 minutos observou-se um
decréscimo acentuado na capacidade das resinas adsorver os pigmentos do

caramelo.
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Figura 31: Clarificacao de solugdo 13% de caramelo em colunas de Amberlite IRA-
96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-se uma vazao
de 5 volumes-leito/h (20 L/h), avaliada pela medida de absorvancia nos

comprimentos de onda 420 nm e 670 nm.

5.3.2.3. Clarificacdo da solucao 15% de caramelo

Quando a concentracao de caramelo ¢ aumentada para 15%, a clarificagao
nao alcanga os indices desejados de 90%. Entretanto ocorre uma boa clarificacao
nos primeiros 80 minutos, que pode servir para alimentar uma nova coluna,
alcancando niveis ideais de clarificacdo. Este resultado pode ser visualizado na

Figura 32.
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Figura 32: Clarificacao de solugdo 15% de caramelo em colunas de Amberlite IRA-
96-SB e Amberlite 252-Na, ligadas em série, utilizando-se uma vazao
de 5 volumes-leito/h (20 L/h), avaliada pela medida de absorvancia nos

comprimentos de onda 420 nm e 670 nm.

Apesar dos resultados indicarem uma solu¢ao de 9% de caramelo como a
melhor concentragdo de trabalho, ¢ interessante observar a influéncia da
concentragdo, pois quando se necessita utilizar solugcdes mais concentradas, deve-se
encontrar o equilibrio entre o tamanho da coluna a ser implantada e o custo

operacional de uma eventual concentragao.
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5.3.3. Curva de ruptura e ponto de exaustio

Para determinacdo do ponto de ruptura ¢ do ponto de exaustdo, foi
necessario o preparo de 250 L de solugdo de caramelo a 9%, uma vez que seria
necessario passar uma quantidade de caramelo de concentra¢do constante até a
saturacao total da resina. A solugdo de caramelo foi preparada também conforme o
item 4.2.1.1.

O ponto de ruptura foi definido anteriormente, sendo usualmente
considerado quando a concentracdo do efluente alcanca um valor igual a 5% da
concentragdo da alimentagdo. O ponto de exaustdo ¢ considerado quando a
concentracdo do efluente for igual a concentracdo da alimentagdo, ou seja, a
capacidade de troca da resina estiver completamente esgotada.

Neste caso, considerando-se a clarificacdo como objetivo, redefiniu-se o
ponto de ruptura como sendo o valor que a absorvancia do efluente alcanga um valor
igual a 10% da absorvéncia da alimentacdo, ou seja, quando o nivel de clarifica¢do
atingir 90%. Estes valores foram definidos, baseado em parametros de clarifica¢ao
aceitos comercialmente, conforme descrito no item 4.2.2.7.

A vazao utilizada no experimento foi de 5 volumes-leito/h.

O ponto de ruptura para o conjunto de colunas ocorreu em 15 volumes-

leito e o ponto de exaustao ocorreu em 27 volumes-leito.
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Figura 33: Curva do ponto de ruptura e ponto de exaustdo para solugao de caramelo

9%.

Observa-se que o conjunto de resinas, ainda tem capacidade para
promover clarificacdo superior a 50%, até¢ 20 volumes-leito (cinco volumes-leito),
ou seja, um volume equivalente a 33% do volume considerado clarificado. O
conjunto de resinas ainda promove clarificacdo em cinco volumes-leito de solucao

antes de atingir o ponto de ruptura.
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Dessa forma, cada litro de resina ¢ suficiente para clarificar 15 L de solugdo de
caramelo a 9% (1,35 kg de caramelo em pd), promover uma clarificagao parcial
superior a 50% em 5 L de solug¢ao de caramelo a 9% (0,45 Kg de caramelo em po) e
finalmente promover uma pequena clarificacdo em 5 L de solugdo de caramelo a 9%
(0,45 Kg de caramelo em po).

Com base nestas observacdes, o caramelo que foi considerado ndo
clarificado, pelo primeiro conjunto de colunas, foi novamente tratado com uma
resina nova, mantendo-se a vazao de cinco volumes-leito/h.

Os resultados podem ser visualizados na Figura 34.
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Figura 34: Curva do ponto de ruptura e ponto de exaustdo alimentado inicialmente

com solugdo de caramelo 9%, pré-clarificada.
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Observou-se que a clarificacdo maxima do produto nao sofre alteracao significativa,
entretanto o volume tratado aumentou para 17 volumes-leito e o ponto de exaustao

elevou para 29 volumes-leito.

5.3.4. Teste de vida util das resinas.

O teste de vida util das resinas Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na
foi realizado como descrito no item 4.2.2.7.

Neste experimento utilizou-se um fluxo de cinco volumes-leito/h e uma
solucao de caramelo a 9% de concentracao, pois foram os melhores resultados que
foram obtidos nos testes anteriores.

Os testes foram executados por um periodo de 200 ciclos de regeneragao,
e os resultados estdo dispostos em trés graficos. A Figura 35 apresenta resultados
referentes a 30 ciclos de regeneracao. A Figura 36 apresenta resultados referentes 30
ciclos subseqiientes. A Figura 37 apresenta resultados apds 60 ciclos de regeneracao
até o final do experimento. A regeneragao foi feita sem o reaproveitamento do
regenerante. Apesar do reaproveitamento de regenerante ser considerado mais
eficiente, ndo foi possivel efetuar esta modalidade de regeneragao, devido a presenga
de substancias coloridas.

Observa-se na Figura 35 que apo6s o primeiro ciclo de regeneracdo a
coluna clarificou o equivalente a 16 volumes-leito. Este valor estd coerente com os
resultados obtidos nos testes em coluna. No segundo ciclo houve um aumento de

volumes-leito clarificado, provavelmente devido a passagem de solucdo pré-
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clarificada do ciclo anterior. A partir do terceiro ciclo de regeneragdo os valores
tenderam a se estabilizar em 14 volumes-leito de solucao clarificada. Este valor ¢
um pouco menor ao obtido inicialmente. Isto pode ser explicado, devido ao
equilibrio que ocorre nas resinas entre a solu¢do regenerante e os ions trocados, de

forma que a capacidade de troca ndo ¢ totalmente re-estabelecida aos niveis iniciais.
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Figura 35: Quantidade de volumes-leito clarificado entre 1° e 30° ciclos de

regeneracao.

Observa-se na Figura 36 que a quantidade de volume-leito tratada
permanece inalterada apds 52 ciclos de regeneracdao, demonstrando que o conjunto
de resinas ¢ estavel, nao sofrendo qualquer tipo de saturacdo por compostos

oriundos da solucao de caramelo.
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Figura 36: Quantidade de volumes-leito clarificado entre 31° e 60° ciclos de

regeneracao.

Observa-se na Figura 37, que a quantidade de volumes leito tratado
permanece inalterada, entretanto sofreu uma pequena queda apds 160 ciclos de
concentragdo. Nao se observa nenhuma tendéncia de saturacdo das resinas por

compostos da soluc¢do de caramelo.
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Figura 37: Quantidade de volumes-leito clarificado entre 61° ¢ 200° ciclos de

regeneracao.

Foram executadas 200 regeneracdes das resinas ao longo de 15 meses, e
durante este periodo o volume de solucao clarificada sofreu uma queda de 9% em
relacdo a clarificagdo inicial de 15 volumes-leito. De acordo com dados teoricos, na
maioria das aplicacdes de deionizacao, a perda de capacidade de uma resina de troca
cationica esta entre dois e cinco por cento ao ano. A perda de capacidade de uma
resina de troca anidnica estd normalmente entre cinco e vinte e cinco por cento ao

ano. O valor encontrado pode ser considerado normal para a perda de capacidade.
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As colunas foram abertas apds o término do experimento e constatou-se uma perda
de massa equivalente a 5% do volume inicial, ou seja, 2,5 Kg de resinas foram
perdidas. Esta perda provavelmente foi causada pelas sucessivas regeneracdes €
retrolavagem executadas durante o periodo. Apds este periodo recomenda-se a
reposicao da quantidade de resinas perdida.

As amostras de caramelo clarificadas foram analisadas por CLAE e os
resultados podem ser visualizados nas Figuras 38, 39 e 40.

Observou-se que ndo ocorre alteracdo da pureza, demonstrando que o
conjunto de resinas utilizadas nao tem afinidade com os sdlidos presentes na solug¢ao
de caramelo, apresentando afinidade apenas pelas substancias que colaboram com a
coloragdo. Tais substancias estdo presentes em pequenas quantidades, entretanto sao

compostos fortemente coloridos.
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Figura 38: Resultados das analises das solugdes de caramelo clarificados entre o 1°
e 30° ciclos de regeneragdo.
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Figura 39: Resultados das andlises das solugdes de caramelo clarificados entre o0 31°

e 60° ciclos de regeneragio
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Figura 40: Resultados das andlises das solugdes de caramelo clarificado entre os 61°

e 200° ciclos de regeneragio.

A Figura 41 ilustra o cromatograma de uma solu¢do clarificada de
caramelo onde o esteviosideo ¢ o pico em 2,93 e o rebaudiosideo A € o pico em

3,62. A Figura 42 ilustra o cromatograma tipico do padrao de esteviosideo.
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Figura 41: Cromatograma de uma solugdo de caramelo clarificada

4 L

Esteviosideo

Figura 42: Cromatograma do Esteviosideo padrao.
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5.3.5. Desinfec¢cao das Resinas.

As resinas de troca ionica, quando acondicionadas em colunas, sofrem um
acimulo de matéria organica, facilitando o crescimento biologico.

ApoOs a sanitizacdo, testou-se a presenca de coliformes totais na dgua de
lavagem, apds a completa regeneragdo e também na solugdo de caramelo, antes da
passagem pela coluna e apds a passagem pela coluna, como descrito no item
4.2.228..

Em todos os testes realizados o nivel de contaminacdo se encontrava

abaixo do limite de detec¢ao do método.

191






6. CONCLUSOES

O conjunto de resinas que apresentou melhor resultado para a clarificagao
da solugdo de caramelo, subproduto da obtengdo de esteviosideo, foi Amberlite
IRA-96-SB, uma resina cationica de acido forte e Amberlite 252-Na, uma resina
anidnica de base fraca.

Foi obtida clarificacao de 90% utilizando-se duas colunas ligadas em série
com as resinas Amberlite IRA-96-SB ¢ Amberlite 252-Na, com uma vazao de 5
volumes-leito/h ¢ solugdo 9% de caramelo.

O volume tratado € superior a 15 volumes-leito em cada ciclo. A vida util
das resinas ¢ superior a 200 ciclos de regeneragao. Ao final do periodo testado
houve uma perda de 5% da massa e de 9% na eficiéncia da resina.

Nao houve aumento da pureza no produto final, demonstrando que as
resinas Amberlite IRA-96-SB e Amberlite 252-Na ¢ eficiente apenas na remog¢ao de
cor, porém, ndo tem afinidade a outras impurezas presentes no caramelo.

Os testes de vida util das resinas demonstram que sao altamente estaveis,
permitindo um grande ntimero ciclos de regeneracao, sem perder sua capacidade de
troca, o que torna sua utilizacdo muito vantajosa em termos econdmicos.

Fo1 obtido recuperacao superior a 90% dos principios adogantes, com uma
vazao de 5 volumes-leito/hora e solugcao 9% de caramelo.

O método utilizado para clarificacdo apresenta-se como uma alternativa

vidvel para aproveitamento do caramelo, que hoje ¢ considerado um subproduto de
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producao com alternativas comerciais limitadas, devido a forte presenga de cor e ao

sabor adstringente de ervas.
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7. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se para trabalhos futuros um estudo da viabilidade de utilizacao do
conjunto de resinas para clarificacdo do extrato aquoso direto das folhas, eliminando
dessa forma um conjunto de operagdes que envolvem cristalizacdo, um processo
reconhecidamente pouco eficiente, e viabilizando um novo processo para produgao

de adogantes da estévia.
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Anexo I

Numero de tubos positivos Limite
100 mg ou 10 mg ou 1 mg ou
0,1 mL/tubo 0,01 mL/tubo 0,001 mL/tubo  NMP/g (mL) Inferior Superior
0 0 0 <3 - -
0 0 1 3 <0,5 9
0 1 0 3 <0,5 13
1 0 0 4 0,5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 50 4800
3 3 3 >2400 - -

Numero mais provavel para réplicas de 3 tubos e limites de confianca de 95%
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Anexo 11

CURVA PADRAO DE ESTEVIOSIDEO

Resultados obtidos por CLAE para confeccao da curva-padrao de esteviosideo.

Concentracao (mg/mL) Area 1 Area 2 Area 3 Média
0,10 256.269 250.633 256.824 254.575,3
0,25 617805 605.861 606.195 609.953,7
0,50 1.201.970 1.142.148 1.187.151  1.177.090,0
0,75 1.651.569 1.668.745 1.738.052  1.686.122,0
1,00 2.187.942 2.246.298 2247251  2.227.264,0
Curva de calibragdo para o esteviosideo
2500000 +
y = 2E+06x
R?=0,9983
2000000 -
1500000 -
2
1000000
500000 -
0 : : : : : :
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentragdo (mg/mL)
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