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RESUMO

O forte sabor residual do extraio glicosidico da estévia dificulta o uso dos
glicosideos desta planta como substitutos da sacarose, sendo portanto necessario a remogéo
total (derivados terpenoides) ou parcial (os proprios glicosideos) das substincias associadas
a esse sabor residual. O objetivo desse trabalho foi investigar as melhores condiges para o
pré-tratamento da estévia com dioxido de carbono pressurizado. O processo de extragio da
estévia foi estudado em trés etapas: 7) o pré-tratamento das folhas usando CO; pressurizado,
ity a extragdo dos glicosideos a partir de folhas pré-tratadas ¢ sem pré-tratamento, /i) e a
analise sensorial dos extratos glicosidicos.

Foi montada uma unidade de laboratério para extragio com fluidos pressurizados
com um extrator de 235,9 cm’ e pressdo de trabalho de até 350 bar. Foram utilizadas fothas
colhidas em 1995 em Maringa (PR). As folhas secas e trituradas da estévia foram extraidas
com diéxido de carbono supercritico e dioxido de carbono liquido comprimido. O
planejamento experimental foi baseado em um desenho fatorial completo com 2 niveis em
cada um dos 4 fatores em estudo: pressdo, temperatura, granulometria e vazio do solvente.
A analise estatistica dos rendimentos mostron efeito significativo da temperatura
(p=0,0360), da pressdo (p=0,0008) e da interagdo destas duas varidveis juntas (p=0,0228).
Por meio de cromatografia em camada delgada ¢ CG-EM determinou-se que o perfil
fitoquimico do extrato foi similar em todos os experimentos. Cerca de 55% dos compostos
presentes no extrato foram identificados como: sesquiterpenos, 4cidos graxos,

hidrocarbonetos alifaticos, esterdides e triterpenos,

Os glicosideos da estévia foram extraidos por dois métodos: i) extragio com mistura
de fluidos pressurizados, e 1i) extragiio convencional, Para a primeira técnica se utilizou
folhas pré-tratadas com CQ;, enquanto que para a segunda utilizou-se folhas pré-tratadas e

folhas sem._ pré-tratamento. Para o. estudo do efeito das varidvels de. processo: pressdo,



temperatura ¢ co-solvente, foir formulado um plano fatorial fracionado com 2 niveis de
pressdo, 3 niveis de temperatura e 3 niveis de co-solvente. Os niveis escolhidos foram 120 ¢
200 bar; 16, 30 e 45°C; e, aproximgdamente 9,5% molar de agua, etanol e mistura agua-
etanol (aproximadamente 50:50% molar). As extractes da estévia foram realizadas durante
doze horas, e verificou-se que o maior rendimento (3,4% em massa) foi obtido quando se
utilizou 4gua como co-solvente a 120 bar e 16°C, seguido de muito longe (0,6%) pelo
experimento que usou também agua como co-solvente porém a uma pressgo de 200 bar e
45°C. Nao se encontrou efeitos significativos de nenhuma das variaveis de forma individual
para 95% de intervalo de confianga, o que leva a supor que o maior rendimento deve ser
funcdo do efeito combinado das trés variaveis. Os extratos glicosidicos foram analisados
por CLAE, observando-se a presenga do esteviosideo ¢ do rebaudiosideo A em todos os
extratos. Os glicosideos foram quantificados por espectrofotometria ultravioleta a 210 nm,
usando esteviosideo como padrio de calibragio. No caso da extragio convencional
determinou-se que os rendimentos foram menores que o maior rendimento obtido por
extragdo com mistura de fluidos pressurizados, e verificou-se também, que o rendimento foi
maior quando se utilizou folhas de estévia pré-tratadas com COQ, pressurizado, embora tdo

pouco exista diferenga estatisticamente significativa nesse caso.

Para a analise sensorial dos extratos glicosidicos foi constituido um corpo treinado
de provadores através de uma selegio rigorosa dos participantes. A equipe de provadores
analisou a intensidade de dogura dos extratos glicosidicos obtidos por extragio
convencional a partir de folhas de estévia pré-tratadas com CO» pressurizado a 200 bar ¢
30°C, e folhas sem pré-tratamento. Encontrou-se que a poténcia edulcorante foram iguais
para os dois extratos, embora a percepgdo do sabor residual tenha side maior no casc do
extrato sem pré-tratamento. Muito embora, ndo tenha sido feita a analise senscnal dos
glicosideos obtidos com a mistura de fluidos pressurizados, supde-se que a sua qualidade
em termos de percepeiio de dogura e de sabor residual deve ser ainda maior, devido a seu

maior contetdo de rebaudiosideo A

Palavras Chave: Estévia, Glicosideos, Extracdo Pressurizada, Fxtracdo Supercritica,

Transferéncia de Massa, Extracéio em Leito Fixo, Co-solvente, Andlise Sensorial.
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ABSTRACT

The strong residual taste of the glycosidic extract of stevia leaves hinders the use of
the glycosides from this plant as substitutes for sucrose, being necessary the total removal
(terpenoids) or partial {(some glycosides) of the substances associated to the residual flavor.
The objective of this work was to investigate the best conditions for the pre-treatment of the
stevia with pressurized carbon dioxide, The process of stevia extraction was studied in three
stages: 1) fhe pre-treatment of the leaves using pressurized CO,, ii) the extraction of the
glycosides using pre-treated leaves and without pre-treatment, iii) and the sensorial analysis
of the glycosidic extracts.

A laboratory unit was set up for extraction with fluids pressurized with an extractor
of 235,9 c;:m3 and working pressures of up to 350 bar. Leaves from the 1995 crop were used.
The dried and triturated stevia leaves were extracted with pressurized carbon dioxide. The
experimental plan used a factorial design with 2 levels of the 4 factors in study: pressure,
temperature, particle size and solvent flow rate. The statistical analysis for the yields
showed a significant effect of temperature (p=0.0360), of pressure {p=0.0008) and of the
interaction of these two variables (p=0.0228). Using thin layer chromatography and CG-
EM the phytochemical profile was determined. This profile was similar in all experiments.
About 55% of the substances in the extract were identified as sesquiterpenes, fatty acids,
aliphatic hydrocarbons, steroids and triterpenes.

The stevia glycosides were extracted with two methods: i) extraction with a mixture
of pressurized fluids, and ii) conventional extraction. For the first technique pre-treated
leaves were, while for the second pre-treated leaves and leaves without pre-treatment were
used. To study the effects of process variables: pressure, temperature and co-solvent, a

fractional factorial design was formulated with 2 levels of pressure, 3 levels of temperature,



and 3 levels of co-solvent. The chosen levels were 120 and 200 bar; 16, 30 and 45°C; and,
approximately 9.5% molar of water, or ethanol, and a mixture of water-ethanol
(approximately 50:50% molar). The extractions of the stevia were accomplished for twelve
hours. The largest yield (3.4% mass) was obtained using water as co-solvent at 120 bar and
16°C, followed very far by (0.6%) the experiment that also used water as co-solvent
however at a pressure of 200 bar and 45°C.

The effects of the process variables were not significant individually for 95% of
confidence interval, Therefore, it is possible that the largest yield is a result of the
combined effect of the three variables. The glycosidic extracts were analyzed by HPLC;
being observed the presence of the stevioside and of the rebaudioside A in all extracts. The
glycosides were quantified by UV spectrophotometer at 210 nm, using stevioside as the
standard. In the case of the conventional extraction it was determined that the yields were
smaller than the largest yield obtained with the mixture of pressurized fluids, and it was
also verified, that the yield was larger when pre-treated leaves were used, although the
difference was not statistically significant,

For the sensorial analysis of the glycosidic extracts a trained panel was constituted
through a rigorous selection of participants. The panel analyzed the intensity of sweetness
of the extracts obtained by conventional extraction using pre-treated leaves and leaves
without pre-treatment. The sweetness potency was same for the two extracts, although the
perception of the residual taste was larger in the case of the extract obtained from leaves
without pre-treatment. Although, the sensorial analysis of the glycosides obtained with the
mixture of pressurized fluids was not done, it is probable that their quality in terms of
perception of sweetness and of residual taste should be better, due to the larger

rebaudioside A content.

Keywords: Stevia, Glycosides, Pressurized Extraction, Supercritical Extraction, Mass
Transfer, Fixed Bed Extraction, Entrainer, Sensorial Analysis
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, ou simplesmente estévia ao longo desse
trabalho, é uma planta originaria do Paraguai, onde cresce espontaneamente, € na
atualidade é cultivada comercialmente no Brasil, Paraguai, Uruguai, América Central,
Estados Unidos, Israel, Taildndia, Inglaterra, Ruassia e China.

Em 1900 o quimico paraguaio Ovidio Rebaudi, em cuja homenagem Bertoni
batizou a planta, estudou as principais caracteristicas quimicas da estévia e conseguiu isolar
dois tipos de substincias: uma extremamente doce € uma outra amarga com as
caracteristicas de aperitivo digestivo. Destas duas fot o principio edulcorante que mais
atencio atraiu e atrai até hoje. As folhas da planta Stevia rebaudiana Bertoni contém uma
complexa mistura de diterpenos labdédnicos, triterpenos, estigmasterol, taninos, oOleos
volateis e, oito glicosideos diterpénicos doces: esteviosideo, esteviolbiosideo,
rebaudiosideos A, B, C, D e E, e dulcosideo A. Destes glicosideos, as folhas contém
basicamente esteviosideo ¢ rebaudiosideo A, sendo que este € mais estavel, muito mais
doce e, com menor sabor amargo que o esteviosideo. O rebaudiosideo E ¢ tio doce quanto
o esteviosideo, e o rebaudiosideo D é tdo doce quanto o rebaudiosideo A, enquanto os
outros glicosideos sio menos doces que o esteviosideo [Cramer & Ikan, 1987, Angelucci,
1979].

A extragio convencional desses glicosideos ¢ feita através de processos combinados
de extracio solido-liquido e liquido-liquido, porém os extratos glicosidicos obtidos
possuem um marcante sabor residual amargo responsavel por muitas das restrigSes ao uso
da estévia. Existem muitas hipoteses para explicar esse sabor residual: Phillips [1987]
descreve que através de uma patente européia de 1985, a Stevia Company reporta que os
6leos essenciais, taninos ¢ flavondides, contribuem para o sabor desagradavel da estévia,
enquanto Soejarto ef al [1983] acreditam na responsabilidade das lactonas sesquiterpénicas
nesse sabor amargo. Por sua parte, Tsanava ef al [1991] sugerem que o cariofileno € o
espatulenol contribuem decisivamente no sabor desagradavel dos produtos derivados da

estévia, mas como bem lembra Phillips [1987], nfo se deve esquecer que o proprio
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esteviosideo e o rebaudiosideo A tém sua cota de sabor amargo, embora no caso desse
altimo seja significativamente menor que no primeiro.

Tan ef al [1988] patentearam, no Japdo, a extragdo dos glicosideos das folhas da
estévia utilizando CO; supercritico ¢ um co-solvente, seguido de purificagio com resinas de
adsorgdo porosas. Foram utilizados metanol, etanol e acetona como co-solventes. Por sua
vez Kienle [1990] patenteou um processo similar nos Estados Unidos. Porém, estas
patentes ndo respondem questdes referentes a4 fenomenologia do processo como tampouco
avaliam o efeito do diéxido de carbono durante a extracio.

Por outro lado, quando a extracdo com fluidos supercriticos é comparada com a
extragio liquida convencional observa-se algumas vantagens as operagdes de separagio
convencionais, por exemplo, sua maior rapidez na extragfio e na separagfio de fases, devido
as especiais carateristicas de transferéncia de massa dos fluidos supercriticos ¢ na
vizinhanga do seu ponto critico, pois os coeficientes de difus&o binaria em misturas fluido
supercritico-soluto de baixa volatilidade sdo da ordem de 10 m%/s, o que significa ao redor
de uma ordem de grandeza maior que para os liquidos e duas ordens de grandeza menor
que para gases, €, a extrema facilidade na recuperagéo dos solventes, recorrendo ao simples
mecanismo de despressurizagiio até a pressio ambiente [McHugh & Krukonis, 1994;
Brunner, 1994]. Entretanto, € necessario analisar criteriosamente cada processo antes de se
propor uma generalizagiio que pode ndo ser inteiramente exata em alguns casos [McHugh
& Krukonis, 1994], e o estudo da cinética de um processo em particular ¢ parte dessa
analise criteriosa de maneira a se ter informag@o util para o projeto de um processo como a
pressdo, a temperatura e a quantidade de solvente requerido no processo em questdo.

Baseados na informagéio precedente, a hipotese considerada nesse trabalho ¢ que o
CO; pressurizado solubiliza e arrasta algumas das substincias responsaveis pelo sabor e
aroma desagradavel do extrato; entendendo-se como fluido pressurizado o fluido
supercritico e o fluido abaixo, porém na vizinhanga, do seu ponto critico.
Consequentemente, se propds como objetivo principal o estudo do efeito do didxido do
carbono pressurizado e de dois co-solventes na extragio dos glicosideos da estévia, através
da caracterizagio dos extratos, da determinag¢do de parametros cinéticos do processo ¢ da

analise sensorial dos extratos glicosidicos.
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Ci(sat):

FRTeOQOEPEE

area de transferéncia de massa

parimetros a serem estimados

area interfacial especifica
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definida na equagédo (2.41)

pardmetros a serem estimados

concentragio, na fase fluida, das substdncias extraidas
concentragio inicial média das substncias que podem ser extraidas
concentragio de solutos na solugio

concentracdo de saturacdo na superficie das particulas sdlidas
concentrag@o do soluto apds uma difusdo rapida

concentragio do soluto apds uma difusio lenta

concentragdo média das substincias que podem ser extraidas da matriz solida
concentragéo do soluto na particula sélida

Cs no tempo zero

concentragédo do soluto apos a extragdo convectiva

difusividade

didmetro médio da particula

coeficiente global de transferéncia de massa

constante de adsorgio no equilibrip

coeficiente de transferéncia de massa externo
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ke coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida

ke coeficiente de transferéncia de massa na fase solida

L distdncia média de transferéncia de massa

M massa de exirato

Mp massa de soluto difundido apds tempo infinito

m, massa do extrato

M, massa do substrato solido

M, massa de soluto transferida

N massa de inertes no modelo de Lack

P pressdo

q massa de solvente/massa de inertes no modelo de Lack
QrER valor de g durante o periodo de taxa de extragio constante
q : vazio do solvente

r ; raio da particula

Re numero de Reynolds

Se ; numero de Schmidt

T : temperatura

t : tempo

U X velocidade superficial

A% : volume do letto

Ve : volume do fluido

Vo volume da particula

Xo : razio massica do conteido inicial de soluto a matéria prima livre de soluto
Y ; razio da massa de soluto extraida 4 massa de matéria prima
Vr : solubilidade do soluto no solvente

z ; distancia que o soluto se difunde no solido
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Letras gregas

1 ; tempo de residéncia (v/q)

o : fracdo de vazios do leito

€ X porosidade do leito

K : constante cinética

P : densidade do solvente

Ps : densidade do solido

0 : tempo adimensional (1/1) no modelo de Goto
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2.1 A Estévia no Brasil e no Mundo: Uma Caracterizaciio Geral

Embora a historta da estévia remonta ao tempo dos indigenas guaranis, e tenha sido
descrita pela primeira vez em 1899 sob o nome de Eupatorium rebaudianum sp., no
Paraguai, pelo naturalista Moisés S. Bertoni [Bridel & Lavieille, 1931a], aparentemente a
primeira descrigdo detalhada feita no Brasil € a de Pio Corréa no primeiro volume do seu
Dicionario das Plantas Uteis do Brasil editado em 1926 [Alvarez, s.n.t.].

Felippe [1977] descreve que a primeira publicagdo sobre a estévia, feita na Europa,
foi a divulgagdo, em 1901 no Kew Bulletin, dos relatorios ¢ das analises de amostras
enviadas pelo Consul Britdnico em Asuncion. A seguir, em 1905, Bertoni publicou uma
tradugdo em francés dos trabalhos de Rebaudi, porém transferindo a planta do género
Eupatorium, que originalmente ele havia classificado, para o género Stevia', e precisando o
nome como Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, como € conhecida hoje em dia [Bridel &
Lavieille, 193 1a].

Em 1900 o quimico paraguaio Ovidio Rebaudi, em cuja homenagem Bertoni
batizou a planta, estudou as principais caracteristicas quimicas da estévia e conseguiu isolar
dois tipos de substincias: uma extremamente doce € uma outra amarga com as
caracteristicas de aperitivo digestivo. Destas duas foi o principio edulcorante que mais
atencdo atraiu e atrai até hoje. Relata também que as primeiras plantas da estévia foram
cultivadas em 1904, na localidade de San Pedro, no Paraguai e que destas plantas foram
obtidas as mudas para a sua multiplicacio na Escuela Nacional de Agronomia do Paragual
entre 1905 e 1906, entanto o primeiro cultivo em uma escala maior (2 hectares) teria sido

realizado em 1910 em Porto Bertoni no Alto Parana [Alvarez, s.n.t.].

2.1.1 Composicio quimica

As folhas da planta Stevia rebaudiana Bertoni contém uma complexa mistura de

diterpenos labdénicos, triterpenos, estigmasterol, taninos, dleos volateis e, oito glicosideos

! © nome do género ¢ uma homenagem ao professor espanhol de Boténica Peter James Esteve morto em 1566 [Phillips,
19871
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diterpénicos doces: esteviosideo, esteviolbiosideo, rebaudiosideos A, B, C, D e E, ¢

dulcosideo A (ver principais glicosideos na Figura 2. 1)

CHOL CH,OF

CH, Ol
® CHOH |

0O

OH

)51

Figura 2. 1: Principais glicosideos da estévia: esteviosideo e rebaudiosideo

Destes glicosideos, as fothas contém basicamente esteviosideo e rebaudiosideo A,
sendo que este € mais estdvel, muito mais doce e, com menor sabor amargo que o
esteviosideo. O rebaudiosideo E é tio doce quanto o esteviosideo, e o rebaudtosideo D ¢ tdo
doce quanto o rebaudiosideo A, enquanto os outros glicosideos sdo menos doces que o
esteviosideo [Cramer & Ikan, 1987]. Segundo Phillips [1987] a concentragdo massica do
esteviosideo e do rebaudiosideo A estdio entre 43 ¢ 60% e, entre 25 e 33% do total de
glicosideos da estévia, respectivamente.

Para Wood ef al [1955], a pesquisa quimica com a estévia teria comegado em 1908
com o trabalho de Rasenack, que extraiu das folhas da planta com alcool quente um
glicosideo cristalino que sob hidrélise acida produz um segundo produto cristalino; e, com
o trabalho de Dietrich no ano seguinte, que usou as folhas e os galhos da planta para extrair
com Agua duas fragdes: uma cristalina, soluvel em alcool € que denominou ewpatorina, e
uma outra amorfa, insolivel em alcool denominada rebaudina, sendo que nenhuma dessas

fracdes foi apropriadamente caracterizada senfio até 1931 quando Bridel & Lavieille
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reiniciaram as pesquisas com a estévia, mostrando que através de extragdes alcoolicas-
aquosas das folhas obtiveram um glicosideo puro e cristalino cerca de 300 vezes mais doce
que a sacarose.

Uma revisdo mais detalhada do trabalho de Rasenack [1908] mostra que o autor
extraiu das folhas da estévia usando 4 a 5 partes de etanol absoluto durante 4 a 5 horas em
temperatura moderada, a frio por maceragiio durante 4 dias, e por percolagio, sendo que o
processo a frio deu os melhores resultados quanto & extragdo do principio doce. Depois
precipitou a solugdo alcodlica com 5 vezes seu peso em éter, separou o precipitado, lavou
com 9 partes de éter e uma de etanol absoluto e secou-o. Obteve assim um p6 quase branco
que foi purificado por dissolu¢io a quente em 2 partes de metanol que ao se resfriar
precipitou na forma de cristais, que logo foram tratados com 50 a 60 partes de metanol
primeiro, e 100 a 120 partes depois. O produto puro obtido teve um rendimento entre 2,5 a
3% em massa [Angelucci, 1979]. Finalmente, propds a formula CszH7202; para o principio

doce purificado ¢ equacionou a sua hidrélise assim:

Caz2H7201, »  Cy0Os + 2CH:0¢ +  4HO

Em 1915, Kobert [citado por Felippe, 1977] considerou a eupatorina como sendo
uma saponina e supds a existéncia de duas destas substdncias na estévia: uma acida
desprovida de sabor doce e outra neutra com sabor doce, sendo que esta ultima seria a
eupatorina de Dietrich. Logo, em 1918, Bertoni [citado por Bridel & Lavieille, 1931a]
sugeriu que o nome cupatorina usado por Dietrich fosse alterado para estevina, pois
Dietrich desconhecia que Bertoni, no seu artigo de 1905, tinha mudado o nome da planta
para Stevia rebaudiana.

Bridel & Lavieille [1931a, 1931b, 1931¢] reportaram vérias observagdes sobre a
natureza quimica dos principios doces da estévia e, em concordancia com as regras
estabelecidas na reunido da Unido Internacional de Quimica realizada em Copenhague em
1924, mudaram o nome da estevina para esteviosideo, um glicosideo diterpénico 300 vezes
mais doce que a sacarose (Figura 2. 1), com C3;sHeoO15 como férmula, e apresentaram

informacdes preliminares sobre sua parte glicosidica denominada esteviol bem como sobre
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sua aglicona com a seguinte formula: CaoHzoO3. A morte prematura de Bridel, em 1931,
marcou o fim desse ciclo de pesquisas da estévia.

Na década de 50, um grupo do National Institute of Health em Bethesda, Maryland,
reiniciou as pesquisas na estrutura do esteviosideo, confirmando a férmula estrutural
sugerida por Bridel & Lavieille [1931¢]: CssHgO15; estabelecendo que cada meleécula do
esteviosideo contém trés moléculas de glicose unidas duas a duas e individualmente a
aglicona através de ligagdes beta: uma unidade de agicar na fungiio soforosa (2-O-(B-D-
glicopiranosil)-D-glicose) unida a um grupo hidroxil alcodlico, e a outra em fungio
glicopiranose unida a um grupo carboxila [Wood ef al, 1955; Wood & Fletcher, 1956]. O
grupo também propds estruturas para o esteviol e isoesteviol [Mosettig & Nes, 1955].

O terceiro ciclo de pesquisas importantes sobre a composigdo quimica da estévia
iniciou-se nos anos 70 por um grupo da Universidade de Hiroshima e por um outro grupo
da Universidade de Hokkaido. No primeiro grupo separaram e determinaram a estrutura
quimica dos rebaudiosideos A, B, C, D ¢ E [Sakamoto ef al, 1977a; Sakamoto et al, 1977b
Kohda et al, 1976], enquanto que paralelamente o segundo grupo isolou e determinou a
estrutura dos dulcosideos A ¢ B [Kobayashi ef al, 1977], sendo que o rebaudiosideo C
mostrou ser idéntico ao duicosideo B.

A Tabela 2. 1 atualizada a partir de Phillips [1987] permite observar uma seqiiéncia
cronologica dos acontecimentos mais marcantes na historia da pesquisa dos principios

adogantes da estévia.
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Tabela 2. 1: Etapas significativas na pesquisa da estévia

ANO EVENTQO

1908 O esteviosideo é cristalizado pela primeira vez

1909 A eupatorina e a rebaudina sdo identificadas

1931 O esteviosideo € separado em moléculas de glicose e esteviol
1955 E proposto a unido beta de moléculas de glicose ao esteviol
1955 E proposta a estrutura do esteviol

1963 Sdo confirmadas as estruturas do esteviol e isoesteviol

1970 O esteviosideo ¢ sintetizado pela primeira vez

1975 Sdo determinados os rebaudiosideos A e B

1977 Sdo determinados os rebaudiosideos C (=dulcosideo B), D e E
1977 E determinado o dulcosideo A
1979 Primeira sintese de edulcorantes andlogos

1989 Primeira patente sobre o seu processamento supercritico

2.1.2 Principais propriedades da estévia

A Tabela 2. 2 apresenta um resumo do perfil fitoquimico, conhecido até agora, da
estévia, preparado a partir de uma revisdo feita por Kinghorn & Soejarto [1985] e dos
trabalhos de Martelli et of [1985] e Rahbhandari & Roberts [1983].

De outro lado, Phillips [1987] descreve que através de uma patente européia de
1985, 4 Stevia Company afirma que os 6leos essenciais, taninos e flavonoides, contribuem
para o sabor desagradavel da estévia, enquanto Soejarto ef al [1983] acreditam na
responsébilidade das lactonas sesquiterpénicas nesse sabor amargo.

Por sua parte, Tsanava ef al [1991] sugerem que o cariofileno e o espatulenol
contribuem decisivamente no sabor desagradavel dos produtos derivados da estévia, mas
como bem lembra Phillips [1987], ndo se deve esquecer que o proprio esteviosideo e o
rebaudiosideo A tem sua cota de sabor amargo, embora no caso desse ultimo seja

significativamente menor que no primeiro.
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Tabela 2. 2: Constituintes quimicos da estévia

CLASSE

SUBSTANCIA (% w/w maximo obtido)

Glicosideos diterpénicos

Diterpenos labdéanicos
Triterpenos
Esteroides
Glicosideos Flavonoides
Taninos
Oleos volateis®

Alcandis

Aldeidos

Alcools aromaticos

Monoterpenos

Sesquiterpenos

Dulcosideo A (0,029); Esteviclbiosideo (0,04); Esteviosideo (7,0);
Rebaudiosideo A (1,43);, Rebaudiosideo B (0,44); Rebaudiosideo C
(0,4); Rebaudiosideo D (0,03); Rebaudiosideo E (0,03)

Jhanol (0,0063); Austroinulina (0,06); 6-O-acetilaustroinulina (0,15)
Acetato de B-amirina (-); Lupeol ()

B-sitosterol (-); Estigmasterol (-)

Rutina (0,0073); Centaureidina (-); Quercitrina (-)

Nao identificado

Octano-3-o0l (0,00036); Oct-1-en-3-ol (0,00084)

Hexan-1-oi (0,0011)

Alcool benzilico (0,0012)

Canfor (0,0017); 1,8-cineol (0,00084); p-cymeno (0,00084); Geraniol
(0,0016);, Limoneno {0,0012); Linalol (0,0067); Oxido de linalol
(0,0055); a-pineno (0,00048); pB-pineno (0,0023); A-terpineno
{0,00024), Terpinen-4-ol (0,0012); o-Terpineol (0,0054)

A-cadineno (0,0036); §-cadineno (0,0012); «-cadinol (0,0017); tert-
cadinol (0,0028); a-calacoreno (0,0012); Calameneno (0,0018); B-
cariofileno (0,0013); Oxido de cariofileno (0,019); a~copaeno
(0,00012); a-cubebeno (0,00012); B-elemeno (0,0006); trans-B-
farnesenc (0,00054); o-humuleno (0,0029); Nerolidol (0,031); B-
selineno (0,0026)

(") Porcentagem méssica total: 0,12%

Uma comparagéio enire os principais glicosideos da estévia apresentada na Tabela

2. 3 mostra melhor as semelhangas e diferengas entre estas substincias.
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Tabela 2. 3: Propriedades fisico-quimicas do esteviosideo e dos rebaudiosideos [Cramer &
Tkan, 1987]

% em x
° Ponto Fusio Rotagdo Espec.
PM. folhas “0) [ 25] Solubilidade
° o | graus
secas pl- &
-39.3 0,13% hgua, P livel
Esteviosideo 805 5-22  196-I9% 1270 G Aged. Touco Souvel el
c=3,7 (H:) etanol e solitvel em dioxano.
. 242-244 ~20.8 Soliivel em agua, metanol, etanocl.
Rebaudiosideo A 966 1,5-10
248-250 ¢= ] (MeQH) Insolivel em acetona, CHCI; ou éter.
-45.4
Rebaudiosideo B 805 0.4 193-195 c=096 Pouco soliivel em metanol,
(MeOH})
299
Rebaudiosideo C 930 0.4 215-217 Pouco soluvel em metanol.
¢ =1 (MeOH)
-22.7
Rebaudiosideo D 1128  0.03 283-286 Pouco solavel em metanol.
¢ =1 (MeOH)
342
Rebaudiosideo E - 966 0.03 205-207 Pouco solitvel em metanol.
c= 1 (McOH)

Na sua forma pura, o esteviosideo é um material cristalino branco com ponto de

fusio entre 196-198°C, rotagio otica de —39,3° na dgua e uma composi¢do elementar de

C33Hs0013 [WOOd et al, 1955].

O rebaudiosideo A é mais de 450 vezes mais doce que a sacarose, embora essa

poténcia, como no caso do esteviosideo, diminua com a concentragao. Além disso, o seu

sabor é mais perto da sacarose que aquele do esteviosideo. O sabor amargo persiste, embora

em uma intensidade bem menor que no caso do esteviosideo. Diferentemente do

esteviosideo, o rebaudiosideo A ¢ totalmente solivel na 4gua e seu sabor doce nao

permanece na boca por muito tempo [Morita ez al, 1978 citado por Cramer & Ikan, 1987].
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2.1.3 Extracio da estévia

Os processos comerciais sdo muito pouco conhecidos e encontram-se protegides por
patentes na Europa, Japdo e Estados Unidos, principalmente. Da pouca informagio
divulgada observa-se que a extragdo dos glicosideos da estévia inicia-se com uma extracio
aquosa ou com uma extragdo alcoolica, seguida de precipitagio ou coagulagio com
filtragdo, e uma passagem através de resinas de troca idnica antes de uma cristaliza¢io e
secagem [Phillips, 1987].

Citando outros autores [Yamada, 1980; Dick Fine Chemical, 1981; Sekisui
Chemical Ind KK, 1983; Banshu, 1979; Sun Star, 1980; Stevia Company, 1985; Mitsubishi,
1980; Fuji Food KK, 1982; Dynapol, 1983], Phillips [1987] reporta que o aquecimento das
folhas da estévia entre 90 e 110°C preferentemente com correntes de ar, gas inerte ou
vapor, destroi parte das substincias responsaveis pelo sabor desagradavel da estévia, e que
resultados simiares podem ser obtidos por extragdo com agua entre 25 e 29°C, ou extracdo
com solventes orgénicos como acetato de etila, dioxano, cloroformio, etc., a temperaturas
ndo maiores que 10°C. Embora a agua quente seja o solvente preferido devido a sua
capacidade para extrair o rebaudiosideo A, muitas patentes ressaltam as vantagens de
solventes orgdnicos como etanol, metanol/cloroformio, glicerina, sorbitol ou propileno
glicol. Na etapa de refinagio, muitos processos utilizam solventes organicos para realizar
uma separagéo seletiva: butanol, éter, ésteres ou organo-clorados, ou alcoois, para remover
impurezas, metanol ou etanol para cristalizar o esteviosideo; e, etanol para cristalizar
rebaudiosideo A. Hidroxido de calcio € freqiientemente utilizado para precipitar impurezas
e remover a cor, bem como coagulantes para remover impurezas coloidais. O uso de resinas
de troca i6nica € comum nas etapas finais da refina¢do do extrato, embora estejam
patenteados processos que utilizam dialise e ultrafiltracdo junto com filtragdo em gel. A
separacfio final é geralmente feita por cristalizagio de uma solu¢do aquosa com ajuda de

determinados solventes.
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2.2  Extracio com Fluidos Pressurizados: Uma Revisiio Geral

Embora a literatura especializada seja quase undnime no uso do termo Extragéo
Supercritica ou Extragiio com Fluidos Supercriticos' para definir o processo de separagdo
que usa como solvente um fluido acima de suas condigdes criticas, o termo extra¢do
pressurizada permite referir-se a0 mesmo tempo a substancias em condi¢les subcriticas €
supercriticas, isto €, na vizinhanca do ponto critico (Figura 2. 2). Porém existem outras
denominacdes que costumam ser utilizadas na literatura para referir-se¢ & condigdo

fisicoquimica do solvente: gases densos, gases supercriticos, ou gases comprimidos

[Pasquel & Meireles, 1998].

SOLIDO )
LIQUIDO

linha de fusdp
€L Cristalig agio

PRESSAO

" Ponto Critico

To
TEMPERATURA

Figura 2. 2: Diagrama de fases de uma substdncia pura {Rizvi ef al, 1987]

! SFE, do inglés Supercritical Fluid Extraction.
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A Figura 2. 2 permite observar o diagrama de fases de uma substincia pura
homogénea na forma que € apresentada em qualquer hvro de texto de termodindmica como
Winnick [1997], Smith ef al [1996], Kyle [1992] ou Sandler {1989], por exemplo, com a
regifio supercritica claramente delimitada. Para o caso de uma mistura de substincias
Brunner [1994] considera a regido supercritica quando as condi¢des de estado da mistura
como um todo estdo acima do seu ponto critico, tal que uma mistura binaria isotérmica é
considerada supercritica em todas as pressdes acima da pressdo critica da mistura e, essa
pressdo critica serd sempre o limite superior da regido de duas fases como se observa na

Figura 2. 3

REGIAO SUPERCRITICA
Presséo Ponte Critico
___________ e _____| P
Liguido Y.y
PO Gas
1
0 Fragéo Molar X 1.0

Figura 2. 3: Definigéo da regido critica em uma mistura binaria [Brunner, 1994]

Um dado iumportante ne estudo dos processos de separagiio com fluidos
pressurizados, € a proposta de Zosel [1978] para denominar “destracdo” este processo, sob
a consideragiio que a destilagio baseia-se nas diferengas na pressdo de vapor entre as

substincias, enquanto a extracdo baseia-se nas propriedades do soluto que determinam a
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interagio molecular com as moléculas do solvente e, ambas as caracteristicas estdo
presentes nos processos de separagdo com fluidos pressurizados.

Uma breve passagem pela histéria dos processos com fluidos pressurizados mostra
como pioneiros o trabalho do Bardo de Cagniard de la Tour, que em 1822 observou
visualmente o ponto critico de uma substiincia', as pesquisas de meados do século passado
do Dr. Thomas Andrews, Vice Presidente do Queen’s College de Belfast, que em 1869
descreveu em uma palestra na Royal Society as propriedades criticas do dioxido de
carbono? e o equipamento usado para medi-los, a apresentacdo de Hannay & Hogarth que
em 1879 reportaram, por primeira vez, em um congresso da Royal Society of London, a
capacidade de um fluido acima de suas condigdes criticas para dissolver sdlidos de pressGes
de vapor baixas ¢ a dependéncia da solubilidade dos solutos com a pressdo dos fluidos
supercriticos ¢, as pesquisas do Prof. William Ramsay do Departamento de Quimica da
University College de Bristol que em 1880 questionou, na Royal Society, as conclusdes de
Hannay & Hogarth em relagdo a dependéncia da solubilidade com a pressdo nos fluidos
supercriticos’ [McHugh & Krukonis, 1994; Brunner, 1994; Taylor, 1996]. Porém, a
extracio com fluidos pressurizados é ainda uma operagéo de separagio relativamente nova,
que usa das singulares propriedades das substincias na vizinhanga do seu ponto critico,
para extrair os compenentes da mistura soluveis no solvente pressurizado. Embora nos anos
70 e comeco dos 80 pode-se identificar uma espécie de época de ouro no desenvolvimento
da extrago com fluidos pressurizados, especialmente no campo da industria de alimentos,
com pesquisas importantes nos Estados Unidos e na Europa, particularmente na antiga
Alémanha Qcidental, como a série de patentes registradas pelo grupo do Prof. Zosel para
descafeinacio do café; Rizvi et af [1986a] observaram que apos o trabalho de Buchner em
1906, sobre a solubilidade de substincias organicas de baixa volatilidade no diéxido de
carbono, importantes resultados também foram obtidos entre 1930 e 1960, especialmente

no campo da inddstria do petréleo, como o processo Rose’ desenvolvido nos anos 50. Nesse

! De fato, durante muitos anos o ponto critico foi conhecido pele nome de ponto de Cagniard de ia Tour [McHugh &
Krukonis, 1994]

> Os valores apresentados pelo Dr. Andrews foram 30,92°C e 74,0 bar, muito proximos des 31,1°C ¢ 73,8 bar aceites
atualmente.

* Foi mostrado posteriormente que o Prof. Ramsay estava errado.

4 Residuum Oil Supercritical Extraction, para remover os produtoes leves dos residuos da destilagio comereial do petrodleo.
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mesmo campo da indastria do petréleo bem como na industria da mineragdo, e na mesma
época, destacam-se os trabalhos do grupo do Prof. Zhuze [Williams, 1981] da entdo Unido
Soviética.

Se finais dos 70 e comego dos 80 pode ser classificada como o boom da extragio
com fluidos pressurizados, observa-se na mesma época uma claro exagero nas expectativas
do publico com esta tecnologia, ao extremo de ser apresentada como uma panacéia técnica
que resolveria todos os problemas apresentados na destilagio e na extragdo liquida. Esse
excesso de otimismo derivou em uma posterior etapa de desconfianga com o nfo
aparecimento dos resuftados desejados [McHugh & Krukonis, 1994).

Ajudado por importantes revisbes realizadas nos Ultimos vinte anos [Reverchon,
1997, Chester et al, 1996, Taylor, 1996, Hutchenson & Foster, 1995; McHugh & Krukonis,
1994, 1984; Brunner, 1994; Rizvi ef af, 1986a, 1986b; Williams, 1981; Scheneider, 1978;
Iram & Funk, 1977], atualmente o interesse por esta tecnologia ¢ mais universalizado,
como pode-se deduzir das revisdes feitas em anos recentes em outros idiomas diferentes do
inglés: Pasquel & Meireles [1998] em espanhol, Wang er al [1996] em chinés, Ohtera
[1996] em japonés, Simandi et a/ [1995] em hiangaro, Sencar-Bozic et af [1995] em
esloveno, Juhler & Bowadt {1995] em dinamarqués e, Martinez de la Ossa & Galan

Serrano [1990a, 1990b] em espanhol, entre outros.

2.3  Modelagem Matematica da Extracio Pressurizada em Leitos Fixos

Os processos de extracfio sio controlados pelas condigdes de operacio e pelo pré-
tratamento da matriz sdlida. Os diferentes modelos relacionam esses pardmetros de diversas
maneiras, obtendo coeficientes especificos, como os coeficientes de transferéncia de massa
por exemplo. Esses coeficientes podem ser calculados por métodos independentes ou pelo
ajuste dos resultados experimentais ao modelo utilizado [Brunner, 1994].

Os modelos matematicos permiitem generalizar os resultados experimentais, que
posteriormente poderdo ser aplicados a novas condi¢des de trabalho e/ou a outros materiais
diferentes daqueles iniciaimente pesquisados. Embora ndo existam modelos que

representem de forma generalizada todos os processos de extracdo com fluidos
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pressurizados, Reverchon [1997] descreve trés enfoques diferentes no caso da extragio de
bleos essenciais, que com alguns ajustes podem se estender facilmente para representar a
extragdo de outros produtos naturais: i) modelos empiricos; ii) modelos baseados em uma
analogia com a transferéncia de calor; e, iii) modelos baseados em balangos diferenciais de
massa.

Porém, antes de revisar esses trés enfoques € conveniente lembrar a aproximagio
que faz Brunner [1994] para modelar os processos de extragiio com fluidos pressurizados
como se fossem processos em regime permanente. Seja M a quantidade de substncia

extraida por unidade de tempo t, entdo:

M1 -, L @
dt dt

onde M ¢ a massa de extrato, M; é a massa do substrato sdlido e C,, € a concentragio média
das substincias que podem ser extraidas da matriz solida. Considerando que as substéncias

sGo primeiro transportadas através do solido até a interface solido-fluido e depois até a fase

fluida, tém-se:
M = ksA(Cm - CU) (2 2)
M=k A(C, -C,) (2.3)

onde k, e ky sio os coeficientes de transferéncia de massa nas fases solida e fluida
respectivamente, Co € a concentragdo inicial média das substincias que podem ser
extraidas, C.. é a concentracio na fase fluida das substancias extraidas. Se ndo existem
outras resisténcias além das resisténcias na fase fluida e na fase solida, e nfo existe

transicdo de fase', o coeficiente total de transferéncia de massa €:

! Isto &, o coeficiente de partigio & igual a 1.
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r_r,.r (2. 4)
k k, k¢
A concentracio média do extrato € obtida por integragdo da equacdo (2. 1):
C.—-C

T~ exp| — t (2.5)
CO Cao MsC{)

e se a resisténcia na fase sélida controla o processo de transferéncia de massa, pode ser

assumido:

—_— < — Logo k=k,

A equacgdo (2. 5) s6 pode representar curvas de extragdo apos o periodo de taxa de
extragdo constante, desde que para modelar a primeira parte da curva se precisaria de pelo

menos um termo a mais, que tome em consideragio a relagdo de equilibrio na interface.

2.3.1 Modelos empiricos

Zhang et al [1998] utilizaram diéxido de carbone supercritico na extracdo do dleo
da plamula do trigo, e estudaram os efeitos da pressdo (P), temperatura (T), vazdo do
solvente {q ) e tempo de extragfio (t) no rendimento do processo. Os efeitos das varidveis
foram representados na forma de trés modelos cinéticos que descrevem satisfatoriamente ©

processo:
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E=(A,+A,In P)exp[ﬂ} (2. 6)

, (2.7

E=(A,+A,In P)exp(ﬂ]

E=(A, +A InP)exp(B, +B,TP) (2. 8)

onde Ay, ... As e By, ... Bs sdo parimetros a determinar-se experimentalmente
Tomando como ponto de partida a solugfio de Crank [1975] para o caso da difusdo

molecular com a concentracio do soluto constante na superficie de um solido esférico:

[

M, 61 2 2.2
——t= E — exp(-Dn’n’t/r’ 2.9
M, 7t Lin? xp(-Dn"nt/r") (2.9)

n=l

onde M, é a massa de soluto transferida no tempo t, D ¢ a difusividade, r ¢ o raio da
particula, e Mg € a massa total de soluto que se difunde apos um tempo de contato infinito,
o que para efeitos praticos pode ser entendido como o contelido inicial de soluto no sélido.
Mehr et al [1996] utilizaram uma aproximagio simplificada da equagfo (2. 9), bastante

usada para estudar a cinética da secagem, para modelar a extragdo da cafeina das sementes

do guarana:
Mt
I—E:Al —A2 exp(—A3t) (2 10)

]

onde A, A; ¢ A; so os parAmetros a serem estimados, [1-(MyMy)] € a quantidade de
cafeina que resta na semente apos um tempo t, € As € igual a (z*D/r*) para uma particula

esférica.
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Ferreira et al {1993], embora ndo utilizaram um modelo matematico no sentido
estrito do termo, para representar as curvas de extragdo, determinaram trés pardmetros
cinéticos importantes na extragdo do oOleo essencial da pimenta do reino com CO:
subcritico: i) as concentragdes de equilibrio; ii) as taxas de extragdo durante o pericdo de
taxa de extragdo constante; e, 1i1) a duragdo do periodo de taxa constante de extragdo nas
diferentes condigbes experimentais.

Barton et af [1992] utilizaram o raciocinio da reagdo quimica, descrita nesse
capitulo, para avaliar a extragio pressurizada da oleoresina da baunilha. No lugar das
expressdes de transferéncia de massa e de equilibrio, apresentaram uma constante da
cinética de reagdo, supondo que a taxa de extragdo era proporcional a4 concentracdo de
oleoresina deixada na particula solida (C,). Consequentemente eles propuseram uma

equacio diferencial representativa do processo:

an
- —_— C 2; 1].
It Kl ( )

Se essa equagdo € integrada quando t = 0 e C,y = C;5 obtém-se:
C,s = Co exp(—x1) (2.12)

onde k ¢ a constante cinética e Cyo € Cis no tempo zero; e, se a difuséo interna na particula

¢ a etapa que controla o processo, consideraram legitimo supor que,

) (2. 13)

onde A,/V, é a relagdo superficie/volume da particula, e z € a distdncia que o soluto se
difunde através da particula sdlida.
Na extragio pressurizada das rizomas de gengibre com diéxido de carbono, Kandiah

& Spiro [1990] modelaram o processo com uma equacgdo empirica utilizada por So &
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MacDonald [1986] para o caso da extragfio do oOleo de colza, e rearranjada por Spiro &
Kandiah [1989]:

c,-C (C C
c. = ( C': ]exp(—kd,t) + { C:Z Jexp(—kdgt) (2. 14)
C,=C_,+C,+C,, (2. 15)

onde C., Ca e Cq sdo as concentragdes do solute apds uma etapa inicial de “lavagem”,
uma difusdo rapida e uma difusdo lenta, respectivamente. As constantes de difusdo
respectivas das duas Ultimas etapas de difusdo sio ka € ka.

Em 1989 Naik et a! utilizaram uma equagdo empirica tipo Langmuir para
representar seus resultados em fungdo do tempo, na extragdo do Oleo essencial de cravo,

gengibre, cardamomo’ e sandalo, usando CO, liquido:

Y t
== 2.16
B+t ( )

onde Y é o rendimento, t é o tempo de extracio, Y. ¢ Y apds um tempo infinito de
extracio. Eles encontraram que a maioria dos vegetais utilizados eram bem representados
por essa expressdo. Neste caso, Y ¢ a relagio da percentagem extraida & massa de material

solido inicialmente colocado na coluna de extragéo.

! Dlanta medicinal do sudeste asiatico cujas sementes sdo utilizadas como especiaria. Os [rulos sfo de sabor um tanto
picante.
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2.3.2 Modelos em analogia com processos de transferéncia de calor

Nesses modelos a extragio pressurizada é analisada como um fendmeno similar ao
de transferéncia de calor, considerando-se cada particula sélida como um corpo quente que
perde calor com o tempo, e supondo que as substincias a serem extraidas encontram-se
uniformemente distribuidas na particula solida [Reverchon, 1997]. A partir da segunda lei
de Fick, restringida para o caso de difusdo unicamente radial, com o coeficiente de difusdo

constante:

TZD{S'?+E@W 2. 17)
ot o rorj

que ao utilizar a transformagdo u = C*r converte-se em:

(2. 18)

I~

Crank [1975] utilizou transformadas de Laplace para encontrar a massa de uma
substincia que se difunde através de uma particula que mantém constante sua concentragio

na superficie:

M 6 1
1—— =Y —exp(-Dn’x’t/r’
M, TCZHZ:I:IIZ p( )

onde M, é a massa de soluto difundida no tempo t, e M, € a massa total de soluto que se
difunde apds um tempo de contato infinito, o que para efeitos praticos pode ser entendido
como o contetdo inicial de soluto a ser extraido.

Reverchon ef al [1993] utilizaram este modelo, e encontraram que representa bem a
extracio do Oleo essencial de alecrim, manjerona e manjericio, em um processo descrito

por cinco etapas em série: 1) difuso do CO; através de um filme de fluido pressurizado ao
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redor da particula solida, ii) penetragiio do CO; e difusdio na particula; iii) solubilizagdo das
substincias; iv) difusfio das substincias solubilizadas através do solido; v) difusdo das
substancias atraveés do filme de fluido pressurizado na superficie da particula solida. Para
que o modelo formulado para uma Unica particula seja valido no leito inteiro estimaram o

mimero de particulas segundo a equacdo:

- 6V(l—x5)

2.19

onde V é o volume do leito, £ é a porosidade do leito, e d, € o didmetro das particulas
esféricas; e utilizaram uma correlagiio semiempirica proposta por Tan ef al [1988] para

estimar o coeficiente de transferéncia de massa sélido-fluido:
Sh =0,38Re®" Sc¢'”° (2. 20)

sendo Sh o numero de Sherwood

b= 2rk,
D

1~

(2.21)

onde k. é o coeficiente de transferéncia de massa externo e D, € a difusividade no filme ao

redor da particula solida.
Um modelo similar ao anterior foi aplicado por Bartle et af [1990] para modelar a

extragio de 1-8 cineole a partir das folhas do alecrim com resultados aceitaveis.

2.3.3 Modelos baseados em balang¢os de massa

Uma terceira forma de modelar a extragio de substdncias a partir de leitos fixos de
substratos sélidos é determinar coeficientes de transferéncia de massa atraves do ajuste da

curva de extraciio e de balangos de massa em um volume de controle.
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O sistema de extragio envolve uma fase solida global e uma fase fluida. Essa fase
fluida compreende o fluido pressurizado e os solutos dissolvidos nele, entretanto a fase
solida permanece dentro da coluna de extragdo e o fluido € passado através dele. A
transferéncia de massa acontece entre essas duas fases e € representada por um balango de
massa para as substincias transferidas e pelas relages de equilibrio de fases, sendo que os
parametros de operagdo e as condi¢des do pré-tratamento do sélido controlam o processo

[Brunner, 1994].

2.3.3.1 Consideragdes basicas sobre a transferéncia de massa

A descrigdo da transferéncia de massa envolve um modelo matematico baseado em
uma hipotese basica ou “lei” que pode ser apresentada de duas formas: uma fundamental

conhecida como lei de Fick que utiliza o coeficiente de difusdo “D”,

dC
Yot

Lo A[%J[C](sat)—cl] (2. 22)

onde Vr € o volume da solugdo, A é a area total das particulas solidas, Ci(sat) é a
concentragdo de saturacfio na superficie das particulas solidas, C; € a concentragio na
solugfio. L, a distdncia média de transferéncia de massa ou a espessura do filme nio € s6
funcio do escoamento e da viscosidade mas também do préprio coeficiente de difusio. A
segunda forma que, embora ndo tenha um nome especifico, envolve o coeficiente de

transferéncia de massa “k” e € mais relacionada com os trabalhos de engenharia.

dC
V, —L=Aj
£ 4t Jq

dc,

= -AD—L = AK[C, (sat)-C, ] (2.23)
Z

Se no primeiro caso a variavel a determinar normalmente € a distancia L, nessa segunda, k

se mede experimentalmente.
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Uma terceira forma de correlacionar os dados de um processo de transferéncia de
massa, embora pouco utilizada € questiondvel por considerar a constante k¥ como uma
funcdo de fatores quimicos quando € reconhecida sua dependéncia de fatores fisicos, €
considerar como se estivesse acontecendo uma reagio quimica reversivel de primetra

ordem:

dC
—dt—‘ =xC, (sat) - xC, (2.24)

onde xC(sat) € a taxa de dissolugio do soluto e kC, € a taxa de precipitagio.

Em uma terminologia que poderia ser chamada de classica, as duas primeiras
formas sdo conhecidas por difusdo e convecgdio mdssica, respectivamente. Entretanto,
alguma literatura especializada, como Cussler [1997] por exemplo, denomina
indistintamente como difusdo todas as trés formas acima descritas.

A transferéncia de massa, como a transferéncia de calor, depende das condigdes de
estado, sendo a pressdo uma variavel de particular importancia no caso da extragdo com

fluidos pressurizados.

2.3.3.2 Modelos baseados em balangos de massa

Dois enfoques diferentes podem ser adotados na modelagem baseada no fenémeno
da transferéncia de massa com fluidos pressurizados: quando a solubilidade de equilibrio
ou a difusdo externa sio as etapas limitantes do processo, ou quando essa etapa limitante €
a difusdo interna.

Todos os modelos baseados em balangos de massa propostos na literatura tem
algumas consideragdes comuns: inexisténcia de dispersdo axial, densidade e vazdo do
solvente constantes ao longo do leito, e extrato constituido por uma Unica substincia
[Reverchon, 1997].

Sovova [1994] e Sovova et al [1994] ampliaram o modelo de Lack [Lack, 1985

citado por Sovovéd, 1994] para modelar a extragio do dleo de sementes moidas utilizando
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CO, supercritico. O modelo descreve quando um solvente escoa axialmente com

velocidade superficial U através de um leito fixo cilindrico. O solvente ndo contém soluto
na entrada do extrator e a pressfo e a temperatura sdo constantes. O leito fixo é homogéneo
em relacdo ac tamanho das particulas e a distribuigdo inicial do soluto. O soluto esta
contido nas células das plantas, protegido pelas paredes celulares; porém, parte dessas
paredes sio rompidas durante a moagem, de modo que parte do soluto € exposto
diretamente ao solvente, logo a massa do soluto contida inicialmente na fase solida ¢
constituida por uma parte de facil acesso que € extraida convectivamente, ¢ uma outra
parte de dificil acesso conttda no interior das particulas da fase solida que € extraida por
difusdo. O ponto de partida do modelo é um balango de massa para um elemento

diferencial do letto:

—psa—a)%zxx,y) 2.25)

pe 2 +p UL =3(x,y) 2. 26)

A densidade das particulas do leito e a densidade do solvente sio ps e pr respectivamente.
Se a vazio do solvente € suficientemente elevada e o comprimento do leito € desenhado
como para que o acumulo seja muito pequeno, entdo, na maioria dos casos o primeiro
termo do balango na equagio (2. 26) € desprezivel ¢, as equagdes de balanco sdo resolvidas

com as seguintes condigdes:
x(ht=0)=x, y(h=0,1)=0 (2.27)

A introducdo das seguintes variaveis adimensionais,
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X k.a k
s T L L L. £ (2 28)

Xy ¥: u (1-¢)p,x,

nas equagdes de balango e nas condigdes inicial e de contorno deriva nas expressoes:

Y i
@_:C_:J (€, Y) (z,1=0)=r, Y(z=0,7)=1 (2.29)
ot oz
onde
F (5 Y) = Ix,y) (2. 30)
kfangr

Feitas algumas consideragdes adicionais o conjunto de equagdes diferenciais € resolvido e o

modelo apresentado na forma seguinte:

Para o periodo de taxa de extragdo constante,

e="=ayfl-ep-2)]  quando g<q, (2.31)
LI 2. 32)
q—e)p,
mml msu'lv te
= Ml Moy 2.33
= N (2.33)
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Para o periodo de taxa decrescente de extracgéio,

e= “; —v.la—q,exp(z, ~Z)  quando q, <q<q, (2. 34)
X, — X,
=2 = 2. 35
Qm vz ( )

Para o periodo controlado pela difusdo quando q > g,

W
e r; = x, —%ln{l—f—i:exp( "J_ l}exp[W(qm —q)]%} (2. 36)
k.a
w - K 2.37
q(l—g) 2 37)

onde m. ¢ a massa de extrato, N € a massa de matéria prima isenta de solutos, yr € a
solubilidade do soluto no solvente em massa de extrato/massa de solvente, ka, é o
coeficiente volumétrico de transferéncia de massa no solvente em s, ke, é o coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa no sdlido em s, qm é ¢ valor de q no final do
periodo de extracio convectiva, X, € a relagio da massa inicial de soluto pela massa de
matéria prima livre de solutos, xx € definido pela equagio (2. 35), § € a vazio do solvente,
em g/s.

Para o caso em que as particulas da matriz solida sdo porosas, trabalhando com CO,
supercritico para extrair compostos de elevado peso molecular de carvio ativado e de solo
em leito fixo, Madras et @/ [1994] continuaram a linha de raciocinio de Goto et a/ [1993] e
Peker ef al [1992] entre outros e, modelaram o processo extrativo de modo mais

sofisticado, sem usar qualquer pardmetro ajustidvel, sob as seguintes suposi¢des: 1) ©
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sistema € isotérmico; il) os gradientes de concentragdo radial sfio despreziveis; iii) as

propriedades fisicas do fluido sfo constantes; iv) o escoamento ¢ axial; v) existe equilibrio

local nos poros; e, resolveram usando a técnica de colocacio ortogonal.
Goto er af [1993] propuseram um modelo para o estudo da extragio do dleo
essencial das folhas da horteld. Esse modelo baseou-se em trés suposi¢des basicas:

1) As folhas de hortel3 sdo solidos porosos que contém éleos essenciais e lipidios,

2) Os dleos essenciais sido extraidos das folhas por um mecanismo similar & dessorgéo
a partir de uma matriz solida onde os éleos essenciais estdio associados com os
lipidios, e

3) Os dleos essenciais dissolvidos no fluido supercritico no interior da molécula sélida
atingem a superficie exterior por um mecanismo difusivo, para depois serem
arrastados pelo solvente em movimento
O modelo de Goto ¢ baseado num balango diferencial de massa ao longo de uma

secdo do extrator, sendo que esse volume de controle é um leito constituido de particulas

tipo placa plana com uma concentrago inicial do soluto, Csg , em cada particula de folha e,

o leito ¢ inicialmente livre do solvente, Matematicamente o modelo de Goto ¢ expresso pela

equacao:

x(0)= A _[exp(a,0) —exp(a,0)] (2. 38)

que representa o comportamento da concentragdo adimensional (x = C/Co) de soluto no
efluente como uma funcio exponencial do tempo, da porosidade da particula (g), da fragdo

de vazios do leito (c), do coeficiente combinado de transferéncia de massa (k;) e da

constante de adsorcfio no equilibrio (K). Na equagdo (2. 38):

a, :%(—b +Jb2—4c) (2. 39)
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a, :%(-b—\/bzuélc) (2. 40)

_ (1 - (2. 41)
[e+(-e)K]o(a, ~a,) |

__ ¢ 1 40-e) (2. 42)
e+(1-e)K e

. ¢ (2. 43)
[e+(1-e)K]x

onde ¢ = k,1 € o coeficiente combinado adimensional de transferéncia de massa
adimensionalisado pelo tempo de residéncia t dado como a relagiio do volume total do leito
pela vazéio volumeétrica nas condigdes do extrator, C € a concentracdo do soluto no solvente
no volume vazio do leito (ver Figura 2. 4), C; € a concentragio do soluto nos poros da
particula, C; € a concentrago do soluto na particula e Cy € a concentracio total do soluto.

O ponto de partida para a obtencdo do modelo de Goto apresentado no conjunto de
equagOes da (2. 38) a (2. 43) € um balango de massa do soluto no solvente para um

elemento diferencial do leito fixo;
0% = - k8, (€~ (€),] 2. 44)
T .

onde a espessura de cada placa plana que forma o leito € 2h e, a drea superficial especifica
a,= 1/h . Um outro balango para o soluto contido nos poros das placas planas que

constituem o leito que serve como volume de controle é:
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oC, 0°C

g =D, —t—(l-g)—:
o oy

(2. 45)

A Figura 2. 4 mostra um esquema do mecanismo de extragiio dos solutos das folhas
segundo o modelo de Goto.

O, C solvente
i _________ Lk transf. massa externa | | filme fluido externo
difusdo — T
poro (estrutura solido poroso
h celular) (folha)
adsorcdo do equilibrio
(solubihzagiio)

Figura 2. 4: Diagrama do mecanismo de extragdo segundo o modelo de Goto

Adimensionalisando as equagdes de balango ((2. 44) e (2. 45)) obtém-ge:

dnf_:_M[x_fi]

46
do o o K (2.46)
dx, _ K (2. 47)
db [Em—e))
K
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com as seguintes condi¢des iniciais:

x(0 = 0) =0 Kk (0=0)=— %
‘ fe+(1-¢)K]
onde
x=£ xb=C5 6=— db=ka,t
C, C, T

Finalmente, a resolugdo analitica das equagdes (2. 46) e (2. 47) deriva no modelo de Goto:

x(9) = A, [exp(a,0) — exp(a,0)]

2.4  Algumas Conclusdes

A Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni é uma planta originaria do Paraguai que hoje
em dia ¢ cultivada em diferentes lugares do mundo e comegou a ser estudada desde inicio
desse século, devido a seus principios edulcorantes. S#o oito os glicosideos que atualmente
se conhecem, gracas basicamente as pesquisas de Rebaudi [1900, citado por Alvarez, s.nt.]
e Rasenack [1908, citado por Wood ef al, 1955] de manetra isolada a inicios do século, e de
trés grupos importantes de pesquisa entre os anos 30 e 70: Bridel & Lavieille [1931a, 1931b
e 1931c] , os americanos de Bethesda, Maryland, Wood et af [1955], Mosettig & Ness
[1955], Wood & Fletcher [1956], e os japoneses Kohda et af [1975] e Sakamoto er af
[1977a e 1977b] da Universidade de Hiroshima e, Kobayashi ef af [1977] da Universidade
de Hokkatdo.

As principais pesquisas sobre os processos de extragdo dos glicosideos da estévia
devem-se a patentes americanas € japonesas de pouca divulgacdo sobre os detalhes dos

mesmos, mas ainda assim € possivel se perceber que a extragdo aquosa € um processo
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muito generalizado, existindo porém diferengas nas técnicas de refinagdo dos extratos que
podem ser resumidas como uma extrac¢do alcoolica, seguido de precipitagfio ou coagulagio
com filtragfio e uma passagem final por resinas de troca i0nica antes de uma cristalizagdo e
secagem [Kinghorn & Soejarto, 1985; Phillips, 1987].

A extracido com fluidos pressurizados € uma técnologia estudada desde a segunda
década do século passado, porém, foi entre finais dos anos 70 ¢ comegos dos 80 deste
século que se observou uma espécie de época de ouro no seu desenvelvimento,
especialmente no campo da industria de alimentos, com o descobrimento de importantes
aplicagdes como na descafeinagio do café pelo grupo do Prof. Zosel na antiga Alemanha
Ocidental [McHugh & Krukonis, 1994].

No campo da exiragiio de produtos naturais usando flutdos pressurizados, existem
muitos modelos propostos, fundamentalmente para a extragio de 6leos essenciais ou de
6leo-resinas, que segundo Reverchon [1997] podem ser agrupados em modelos empiricos,
modelos baseados numa analogia com os processos de transferéncia de calor e, modelos
baseados em balancos diferenciais de massa. Sendo estes Gltimos os de maior interesse do
ponto de vista de projeto de um processo, destacam entre eles os modelos de Goto [1993] e
Madras [1994] que fazem uma analogia com a adsor¢do, e 0 modelo de Lack [Sovova,

1994] que ¢ freqilentemente utilizado na literatura [Franga ef al, 1999].
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ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO DAS FOLHAS DA ESTEVIA
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RESUMO

O forte sabor residual do extrato glicosidico da estévia dificulta o uso dos
glicosideos desta planta como substitutos da sacarose, sendo portanto necessdria a remogdo
total (derivados terpenoides) ou parcial (os proprios glicosideos) das substincias associadas
a esse sabor residual. O objetivo desse trabalho foi investigar as melhores condigdes para o

pré-tratamento da estévia com diéxido de carbono pressurizado.

Foi montada uma unidade de bancada para extragfio usando fluidos pressurizados
com um extrator de 235.9 cnt’ e pressdo de trabalho de até 350 bar, com a finalidade de se
estudar o pré-tratamento das folhas da estévia. Foram utilizadas folhas cothidas em 1995
em Maringé (PR). As folhas secas e trituradas da estévia foram processadas com diéxido de
carbono supercritico € dioxido de carbono como liquido comprimido. O planejamento
experimental foi baseado em um desenho fatorial completo de 2 niveis em cada um dos 4

fatores em estudo: presso, temperatura, granulometria e vazio do solvente.

A analise estatistica dos rendimentos mostrou efeito significativo da temperatura
(p=0,0360), da pressdo (p=0,0008) e destas duas variaveis juntas (p=0,0228), quando ¢
avaliado o plano experimental na sua totalidade. Se o experimento 8 que teve rendimento
zero for desconsiderado na analise estatistica, observa-se efeito significativo s6 da pressdo

(p=0,0026) e da interagdo entre pressdo e temperatura (p=0,0426).

Por meio de cromatografia em camada delgada ¢ CG-EM encontrou-se que o perfil
fitoquimico do extrato é similar em todos os experimentos, podendo-se estabelecer que
pouco mais do 55% do extrato obtido estd constituido por cinco classes de compostos:

sesquiterpenos, acidos graxos, hidrocarbonetos alifaticos, esteroides e triterpenos.

Palavras Chave: Lstevia, Extragdo Pressurizada, Extracdo Supercritica.
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3.1 Introducao

A Stevia rebaudiana (Bert)) Bertoni é também conhecida como erva doce. Sua
distribui¢io no continente americano vai do sudoeste dos Estados Unidos ao nordeste da
Argentina, passando pelo México, pela América Central, pelos Andes sulamericanos e
pelas montanhas do Brasil [Phillips, 1987]. A estévia ¢ também cultivada no sudeste
asiatico, no Japdo, na China e em Israel.

O extrato da estévia é usado como adogante em muitos paises latino-americanos ¢
asiaticos, especialmente no Paraguai e no Japdo. Nesse filtimo, o uso € ainda mais amplo
desde os anos setenta. Nos Estados Unidos, recentemente foi autorizado o comércio e
importagio da estévia ou seu extrato, desde que eles sejam etiquetados explicitamente
como um suplemento dietético, ou usados como ingrediente de um suplemento dietético. O
extrato das folhas da estévia contém varias substdncias quimicas chamadas glicosideos,
com gosto doce, mas que ndo contribuem caloricamente para a dieta. Foram descritos oito
desses compostos: esteviosideo, esteviolbiosideo, rebaudiosideos A, B, C, D, e E, ¢
dulcosideo A, sendo que o mais importante deles quantitativamente € o Esteviosideo. Os
glicosideos da estévia pertencem ao grupo dos adogantes naturais descobertos na ultima
metade desse século.

Desde que a extragio dos glicosideos da estévia ¢ dificultada por outras substancias
quimicas contidas nas folhas da estévia, é muito importante o pré-tratamento das mesmas,
bem como se conhecer a sua cinética, i.e., a informagdo sobre a presenga ¢ a quantidade de
substancias indesejaveis ¢ fundamental para o sucesso na extragdo dos glicosideos. O pré-
tratamento é entdio a primeira etapa do processo para se extrair os glicosideos diterpénicos
das folhas da estévia.

Considerando-se que 0s processos convencionais de extragdo ngo conseguem
resolver o problema do sabor residual amargo do extrato da estévia, foram levantadas
algumas hipoteses para explica-lo. De acordo com Phillips [1987], uma patente da Stevia
Company sugere que os Oleos essenciais volateis, taninos e flavonoides contribuem para os
sabores desagradaveis associados com o extrato da estévia. Por outro lado, Soejarto ef al

[1983] sugerem que 0 gosto amargo provavelmente deve-se a lactonas sesquiterpénicas, €
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Tsanava et al [1991] reportaram que diminuindo as concentracdes de cariofileno e
espatulenol conseguiram minimizar o sabor e aroma amargo e levemente desagradavel do
extrato da estévia.

Baseado no descrito acima, este rabalho estudou a possibilidade de se usar o didxido
de carbono para se extrair algumas das substancias indesejaveis presentes nas folhas da
estévia. Embora ndo se deva esquecer que o proprio esteviosideo contribul para o sabor
desagradavel do extrato com uma nota amarga [Phillips, 1987].

Por outro lado, o projeto de uma planta de extragdo precisa ter informacgio confiavel
sobre a cinética da transferéncia de massa durante o pré-tratamento das folhas, o que
permitira a determinac¢io das melhores condi¢Ges operacionais.

A extragio de produtos naturais com fluidos pressurizados foi intensamente
estudada nas ultimas décadas [Ferreira ef al/, 1999, Franga ef af, 1999; Monteiro et al,
1997, Eggers, 1996, McHugh & Krukonis, 1994; Brunner, 1994, Moyler, 1993; Ferreira ef
al, 1993, entre outros]. Apesar de Tan ef af [1988] e Kienle [1990] terem patenteado no
Japdo e nos Estados Unmidos, respectivamente, dois processos para extrair os glicosideos
das folhas da estévia usando CO, e Liu ef af [1997] terem investigado a extracdo dos
adogantes da estévia com fluidos subcriticos, nfio existem maiores informagdes sobre a
cinética do processo nem sobre o perfil fitoquimico das substincias que podem ser
extraidas com CQO; além daquelas recentemente apresentadas por Pasquel ef a/ [1998,
1999], que estudaram a extra¢do das folhas da estévia com CO; pressurizado como uma

etapa de pre-tratamento antes da extracdo dos glicosideos.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Matéria prima

Folhas ¢ flores secas de estévia, colheita 1995, foram compradas na cidade de
Maringa (PR), tendo sua umidade determinada pelo método de destilagdo de telueno

[Jacob, 1973]. As folhas e flores secas foram limpas, selecionadas e empacotadas em sacos
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plasticos e, armazenadas a temperatura ambiente (20 a 32°C). O didxido de carbono foi

doado pela White Martins da cidade de Campinas em cilindros sifonados de 25 kg,

3.2.2 Equipamento de extracio

3.2.2.1 Testes preliminares

Por né&o existir nenhuma informagado sobre a extragdo das folhas da estévia com CO-
pressurizado, além daquelas patenteadas por Kienle [1990], foi necesséria a realizagéo de
alguns testes preliminares que proporcionassem um ponto de partida para a pesquisa. O
objetivo destes testes preliminares foi determinar os niveis mais apropriados das variaveis
operacionais (pressdo, temperatura, vazio e granulometria) a serem utilizadas no projeto
experimental para o estudo do pré-tratamento das folhas da estévia. Nesta etapa foi

utilizado o equipamento descrito por Monteiro ef al [1997] (Figura 3. 1).

I3 1: cilindro de didxido de carbono pressurizado

2: vilvulas abre-fecha 8
3. mandmetros

4: reservatorio pulnio encamisado

5: coluna de extragio encamisada

6: valvula micromélnca

7. capilar de descompressio

8: frasco coletor

9: totalizador de vazio

Figura 3. 1: Diagrama da unidade experimental 1 [Monteiro ef a/, 1997]
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3.2.2.2 Aspectos operacionais dos testes preliminares

Cento ¢ dezoito gramas (+2g) de folhas de estévia secas ¢ trituradas na
granulometria descrita na Tabela 3. 1 foram empacotadas manualmente no extrator (ago
inox 316; 60,50 cm de comprimento € 2,16 cm de didmetro) da Unidade Experimental 1,
evitando-se uma compactagio excessiva do leito que dificultaria o escoamento do solvente,
€ uma compactagdo desigual que daria origem ao aparecimento de caminhos preferenciais.
O fato de se colocar a matéria prima diretamente no cilindro extrator garante uma melhor
qualidade do empacotamento e minimiza a formacao dos citados caminhos preferenciais do
solvente. A seguir, o extrator foi instalado na Unidade Experimental 1. Os banhos
termostaticos (Tecnal TE184) que controlam a temperatura do reservatério pulmio e do
extrator foram ligados. Quando a temperatura no banho do extrator atinge a temperatura de
trabalho, deixa-se transcorrer uma hora e a seguir abre-se a valvula 2¢ para pressurizar o
sistema. Apds se alcangar a pressdo de trabalho e transcorrer o periodo estatico
estabelecido, se inicia a extragdo abrindo-se as valvulas 2d e 6. Apos passar pela valvula
micrometrica o didxido de carbono contendo diversos solutos solubilizados € expandido em
uma serpentina de ago inox com 1,5 m de comprimento, antes da coleta do extrato em
frascos de vidro transparente de 20 mL, no ponto 8 na unidade experimental da Figura 3. 1.
O didxido de carbono separado dos solutos passa por um medidor de vazdo e sai para a
atmosfera. Os extratos foram analisados gravimetricamente ¢ por cromatografia de camada

delgada, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.

3.2.2.3 Montagem da linha de extragio

A Figura 3. 2 mostra a Unidade experimental 2 que foi montada para ser utilizada
no estudo do pre-tratamento das folhas da estéevia. Essa nova Unidade se fez necessaria pois
na Unidade Experimental 1 (Figura 3. 1), ndo tinha nenhum componente para aumentar a
pressdo de trabalho e s6 podia operar na pressfio maxima de 80 bar, derivada da pressdo do
cilindro de CO; junto com o aquecimento do mesmo, além do que a coluna de extragdo

tampouco tinha sido projetada para resistir pressdes maiores a 80 bar. Logo, as mudancas
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principais nesse novo equipamento sio a incorporagio de uma bomba de alta pressdo e uma

coluna de extragio capaz de trabathar até 450 bar.

E3 14

1: cilindro de dioxado de carbono
2: vahvulas abre-fecha

e 3: valvula de retengiio

: trocadores de calor

- tangue pulmio

 mandinetros

s filtro de Imha

- bomba de HPL.C

B termopares

8 I coluna de extracio
11: valvula micromeétrica

12: capilar de descompressiio
13: colectores do cxtrato
14: totalizador de vazio

o
o
Nl RS - NV -

Figura 3. 2; Diagrama da Unidade Experimental 2

A Unidade 2 possui os seguintes componentes principais: célula de extra¢do
(saquinhos de nylon de 40 cm de comprimento e 3,3 cm de didgmetro), bomba de alta
pressio (Thermo Separation Products modelo constaMetric 3200), banhos termostaticos
programaveis (PolyScience modelo 9110), medidor de vazdo (Sierra Instruments modelo
Top Trak de 0 a 5 L/min) e totalizador de vazio (MG-2 de 0,333 L/min a 50 L/min).

Qutros componentes complementares sdo um cilindro sifonado com CO, da White

Martins de Campinas, cilindro pulmiio encamisado de ago inox, mandmetros (Record de
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500 bar precisfio 0,5% e Tebrasma de 100 bar precisdo 0,5%), registrador de temperatura
(Robert Shaw T4WM), valvula micrométrica (Whitey SS-22RF4), valvula de seguranca
(Nupro modelo SS-4R3AS) e valvulas abre-fecha (Detroit 1AV).

3.2.2.4 Aspectos operacionais da linha de pré-tratamento

Oitenta e trés gramas (+ 2g) de folhas secas trituradas a 10/24 mesh ou 80 + 4g de
folhas secas trituradas a 8/10 mesh, foram empacotadas manualmente num saquinho de
nylon, evitando-se uma compactagio excessiva e desigual. E muito dificil se manter um
padrio de empacotamento que evite caminhos preferenciais do solvente. A seguir o
saquinho foi introduzido na coluna de extragio da Unidade Experimental 2, que foi
nstalado como na Figura 3. 2, abrindo-se unicamente a sua tampa superior. Os banhos
termostaticos que controlam a temperatura do tanque pulmio, da bomba e da coluna de
extragio sdo ligados até se atingir a temperatura de trabalho. Com a finalidade de se
estabelecer o equilibrio térmico na célula de extra¢fio, deixa-se transcorrer pelo menos trés
horas antes de se iniciar a pressurizagio do sistema. A seguir abrem-se as valvulas 2ae 2b e
se observa a pressio no mandmetro 6a. Dependendo da temperatura ambiente e da

quantidade de CO, no cilindro 1, essa leitura deve variar entre 58 ¢ 72 bar. A abertura das

valvulas 2c, 2d e 2e serve para pressurizar a coluna de extragdo. Quando a pressio de
trabalho € alcan¢ada nos mandmetros 6b e 6¢, abrem-se as valvulas de saida 2f e 11 de
maneira tal a manter uma vazfo constante, que deve ser verificada com o totalizador de
vazdo. A valvula micrométrica deve ser aquecida para compensar o calor perdido durante a
despressurizagio que acontece nesse ponto, evitando-se desse modo o congelamento dessa
valvula e do restante da tubulagiio. Apds passar pela valvula micrométrica, o dioxido de
carbono contendo diversos solutos solubilizados € expandido num capilar de
descompressdo de ago inox de 1 m de comprimento antes da coleta do extrato em frascos de
vidro de 20 mL. O diéxido de carbono separado dos solutos passa por uma coluna de
Porapak Q que retém os voldteis ndo separados na coleta do extrato antes de passar através

de um medidor de vazio e sair para a atmosfera. Apos 12 horas conclui-se a extragdo. No
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Apéndice 3. 1 encontra-se uma descrigio detaihada do funcionamento da Unidade
Experimental 2 (Figura 3. 2).

Devido a problemas de tempo e disponibilidade de saquinhos de empacotamento do
tamanho adequado, o leito foi completado com esferas de vidro, que por serem de tamanho
diferente da granulometria do leito de estévia, formaram um leito fixo com duas
porosidades diferentes. Essa circunstdncia deve ter contribuido para formar caminhos
preferenciais do solvente no leito de folhas de estévia e ser parcialmente responsavel pela

diminui¢io do rendimento do extrato.

3.2.3 Analise dos extratos

3.2.3.1 Cromatografia em camada delgada

Para efeitos de se obter uma informagdo preliminar sobre a composi¢éo do extrato
obtido das folhas da estévia durante os testes preliminares, foi realizada uma analise de
cromatografia em camada delgada utilizando-se placas de silica gel (Merck, lote PF254336)
eluidas com a mistura 80:20 em volume de benzina de petroleo (Merck 99,99%):acetato de

etila (Merck 99,99%) e solugdo de anisaldeido como revelador.

3.2.3.2 Cromatografia gasosa

Para a cromatografia gasosa foi utilizado um cromatografo gasoso acoplado a
espectrémetro de massas (Shimadzu, QP5000), dotado de coluna capilar de silica fundida
DB-1 (100% metil siloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um), He como gas de arraste (1,7
mL/min), injetor a 240°C, detector a 230°C. As amostras foram diluidas em acetato de etila
(5 mg/mL), injetando-se 1uL na seguinte programacao: 70°C - 280°C, 8°C/min, 280°C (35
min). A identificacdio das substincias foi baseada na analise comparativa de seus espectros

de massas com o banco de dados de CG-EM (Wiley Lib.) e a literatura. Além dos dados da
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literatura, a identificagio dos esterGides foi conduzida através da injecio de padrdes:

estigmasterol, o e 3-sitosterol.

3.2.4 Planejamento experimental ¢ analise de dados

3.2.4.1 Testes preliminares

As condigdes experimentais avaliadas encontram-se na Tabela 3. 1 dois niveis de
pressdo, trés niveis de temperatura, trés niveis de granulometria e trés niveis de periodo
estatico. Utilizou-se uma Unica vazio de solvente de 2 L/min (3,53 + 0,06 g CO,/min ) na

temperatura € pressdo ambiente.

Tabela 3. 1: Condi¢des operacionais para os testes preliminares

Pressdo’ Temperatura Granulometria Periodo

Teste  (bar) (°C) {mesh) Estatico® Observagdes

+0,5 + 0,05 (min)

2 70,0 15,0 -16 +35 60

3 80,0 25,0 216 + 35 60

4 80,0 25,0 -16 + 35 0

5 80,0 25,0 -16 + 35 120

7 30,0 25,0 -16 + 35 0 Rep. N¥: 6h de exiragio

8 800 40,0 -35+48 0 5h de extracio

9 30,0 25,0 -35+48 0 Ensaio interrompido apds 9h

10 80,0 25,0 -6 +16 0

' Os niveis de pressdo e temperatura foram definidos de acordo com as limitagdes do equipamento.
~ Periodo estdtico. é o tempe transcorrido entre o momento em que sdo atmgidas as condigdes de pressio e temperatura
desejadas e a abertura da valvula de saida do extrater.
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3 2.4.2 Testes finais

Apos aproximadamente um més de testes da Unidade Experimental 2 (Figura 3. 2),
com base nos resultados dos testes preliminares e, respeitando-se a capacidade de operagio
dessa Unidade 2 (particularmente a vazdo méaxima das bombas)', bem como tentando
minimizar os desperdicios da matéria prima, foi formulado um plano fatorial completo 2°
sem repetigdo e com as seguintes varidveis: temperatura (25 e 40°C), pressdo (80 e 200
bar), vazio do solvente (aproximadamente 1,0 e 1,5 L/min na pressdo e temperatura
ambiente) e granulometria (10/24 e 8/10 mesh). Os dois niveis de temperatura referem-se
aos valores registrados no banho termostatico que controla a temperatura do extrator. O

plano fatorial e seus detalhes estdo descritos no Apéndice 3. 2.

3.2.4.3 Analise dos dados

A analise de varidncia para o pardmetro rendimento massico do extrato (massa de
extrato/massa inicial da matéria prima), em fungdo das varidveis em estudo foi feito com o

SAS versiio 6.12.

3.3 Resultados e Discussdes

3.3.1 Testes preliminares

A Tabela 3. 2 apresenta os resultados obtidos nos testes preliminares, como
quantidade total de extrato obtido em cada experimento em fungio da massa de material
solido utilizado, bem como em relagdo ao consumo de CO,. Observa-se que existe uma

relacdo direta entre ambas variaveis.

" Foi observado que as bombas apresentam dificuldades para manter a eficiéncia a 200 bar ¢ vazdes muito acima de 1,3
L/min.
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Da Tabela 3. 1 observa-se que com excecdio do experimento 2 que usa 70 bar, todos
0s outros foram realizados a 80 bar, logo ao comparar-se esse expertmento 2 com todos os
outros experimentos, percebe-se que o rendimento aumenta quando a pressio aumenta de
70 para 80 bar. Da comparacido dos experimentos 8 a 40°C e 9 a 25°C observa-se que ao
aumentar a temperatura, mantendo as outras variavets fixas, o rendimento diminui
sensivelmente, devido provavelmente a menor densidade do CO,. Mesmo que ndo tenha
sido feito um tratamento completo para o efeito da vazio, quando diminui de 2 a 1 L/min, a
quantidade de extrato obtida é muito pequena. Os experimentos 4 (16/35 mesh), 9 (35/48
mesh) e 10 (6/16 mesh) proporcionam informacgdo conflitante sobre o efeito da
granulometria: enquanto o rendimento com 16/35 mesh é maior que com 35/48 mesh, o

rendimento com 6/16 mesh (contrariamente ac esperado) fica entre os dois para 9 horas de

extracdo.
Tabela 3. 2: Massa de extrato em funcio da massa de CO, utilizado
e b
Rendimento Massa de Extrato (g)/Massa de CO, thilrzado_ {g)
Tempo de Extracio (min)
Teste do extrato
(% massica)® 02180 181 a 360 Acumulado  Acumuiado  Acumulado
a 360 a 540 a 720
2 <1 0.,00151 0,00079 0,00112 0,00091 0.00075
3 1.4 0,00153 0,00155 0,00154 0,00124 0,00111
4 1.6 0,00114 0,00125 060119 0,00148 0,00122
5 1,2 0,00181 0,00121 (,00145 0.00128 0,00093
7 >1 0,00237 0.00080 0,00148 c ¢
8 <<< 0,01 - - . . -
9 <1 0,00092  0,00079 0,00079 0,00079 d
10 <1,2 0,00126 0.00103 0.00103 0.00100 0,00092

“ Os erros de propagacdo sio da ordem de 107

® O CO, foi considerado nm gis ideal nas condicdes de medida da vazdio do solvente. Os erros de
propagagio sdo da ordem de 107

© Seis horas de extragdo.

¢ Nove horas de extracio.
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Finalmente, dos experimentos 3 (1 hora), 4 (0 horas) e 5 (2 horas), observa-se que o
rendimento decresce na medida em que o periodo estatico aumenta, sendo que o mator
rendimento ocorreu quando esse periodo foi zero, embora essa diferenga ndo seja

estatisticamente significativa numa hipétese do periodo estatico como tnica varidvel.

A discussdo acima permitiu sugerir os niveis (valores) a serem utilizados para o
estudo do efeito do pré-tratamento das folhas da Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni. E
importante ressaltar, também, que existe perda do material extraido, tanto na tubulagio
devido & viscosidade do extrato, como também foi notado que ocorre uma pequena perda

das substincias que sdo arrastadas pelo solvente na saida.

A analise da composi¢do quimica dos extratos demostrou a predomindncia de
hidrocarbonetos alifaticos de peso molecular elevado, sugerindo a presenga das seguintes
substancias: PB-citronelol, 2-heptanona, acido decanoico, octadecanal, tetradecano,
pentadecano, farnesol e eicosano. Nio foi observada fragdo significativa de dleo essencial,
apesar de ter sido detectada a presenca de algumas substincias mais leves (B-citronelol,

farnesol e 2-heptanona).

A discussio dos resultados obtidos nos testes preliminares permitiu fazer as
seguintes sugestOes Uteis para se planejar o estudo do pré-tratamento das folhas secas da
estévia com CO, pressurizado:

i) O rendimento do extrato cai com o aumento do periodo estatico.
1) As temperaturas poderiam ser de 25°C {que mostrou os melhores resultados
quantitativos no caso do CO, liquido) e de 40°C para pressdes acima de 150 bar

(uma vez que para pressbes menores os resultados ndo foram satisfatorios nessa

temperatura).
iiiy  As pressbes poderiam ser de 80 bar (que mostrou os melhores resultados

quantitativos no caso do CO, liquido) e entre 200 e 300 bar para um pré-tratamento

mais drastico.
iv) A vazio do solvente poderia ser de 2 L/min, ja testada com bons resultados, e outra
maior que poderia ser de 3 ou 4 L/min, uma vez que com 1 L/min o rendimento foi

extremadamente baixo.
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V) A granulometria poderia ser de 16/35 mesh e 8/16 mesh.
vi) O perfil fitoquimico do extrato nfio muda nas diferentes condigdes experimentais
testadas.

3.3.2 Influéncia dos parimetros de processo nos testes realizados na unidade 2

A Tabela 3. 3 apresenta, na sua 0ltima coluna, a porcentagem massica de extrato
obtido apos doze horas de extragfio das fothas da estévia com CQ, pressurizado, nas

condi¢des experimentais do planejamento fatorial detalhado no Apéndice 3. 2.

Tabela 3. 3: Porcentagem massica de extrato no fatorial 2+%

Temperatura Pressio Vazio Rendimento do
Teste (°C) (bar) (L/min)  (g/min) Mesh Extrato
+0,1 + 1 + 0,05 +0,04 (% massa) + 0,01

1 40,0 200 1,50 2,49 -8+10 1,29
2 40,0 200 1,50 2.47 -10+24 0,79
3 40,0 200 1,00 1,69 -8+10 0,60
4 40,0 200 1,00 1,78 -10+24 0,69
5 40,0 80 1,50 2,50 8+10 0,04
6 40,0 80 1,50 2,45 -10+24 0,07
7 40,0 80 1,00 1,70 -8+10 0,04
8 40,0 80 1,00 1,70 -10+24 -

9 25,0 200 1,50 2,64 -8+10 0,93
10 25,0 200 1,50 2,49 -10+24 0,75
11 25,0 200 1,00 1,73 -8+10 0,97
12 25,0 200 1,00 1,75 -10+24 0,60
13 25,0 80 1,50 2,50 -8+10 0,52
14 25,0 80 1,50 2,52 -10+24 0,52
15 25,0 80 1,00 1,74 ~3+10 0,42
16 25.0 80 1.00 1,77 -10+24 0,76
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Observa-se da Tabela 3. 3 que os experimentos 1, 11 e 9, todos na mesma pressio
de 200 bar, apresentam os maiores rendimentos de extrato e que o maior rendimento foi
obtido no experimento 1 realizado a 40°C, 200 bar, 2,49 g CO»/min € 8/10 mesh.

Foi feita uma analise estatistica (Apéndice 3. 3) para verificar se existe diferenca
significativa entre os valores das vazbes massicas correspondentes as vazdes volumétricas
de 1,0 L/min. Anéalise similar foi feita com as vazdes massicas correspondentes as vazdes
volumétricas de 1,5 L/min. Verificada a existéncia de diferenga significativa entre os dados
integrantes de cada um dos dois niveis de vazdo volumeétrica selecionados, a vazio foi
tratada como uma co-variavel.

Os resultados da Tabela 3. 3 foram analisados estatisticamente com e sem o
experimento 8, onde ndo se conseguiu extrair nada. Quando o experimento 8 € considerado,
a média dos rendimentos foi de 0,56% + 0,09. Considerando-se a vazdo como uma co-
variavel e todas as interacdes entre as varidveis, observa-se efeito significative no
rendimento da temperatura (p=0,0360), da pressdo (p=0,0008) e destas duas variaveis
juntas (p=0,0228). Ao desconsiderar o experimento 8 observam-se mudangas nos resultados
da anélise estatistica. A média dos rendimentos aumenta para (0,60 £ 0,09)% madssico.
Considerando-se a vazio como uma co-variavel e as interagdes entre as trés variaveis,
observa-se efeito significativo sé da pressdo (p=0,0026) ¢ da combinagdo da pressdo com a
temperatura (p=0,0426). No Apéndice 3. 4 esta amplamente detalbada essa analise.

Valores numéricos ligeiramente diferentes dessa anélise estatistica foram descritos
numa publicacio anterior (Pasquel ef af, 1998) para o mesmo plano experimental. Essa
diferenca se explica porque naquela analise a vazdio foi considerada como variavel e

também foram consideradas so as interagdes entre duas variaveis.

3.3.3 Caracterizacio dos extratos

A analise conjunta da cromatografia em camada delgada e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) dos extratos de estévia obtidos no pré-
tratamento, demostram um perfil fitoquimico semelhante para todas as condigdes

experimentais testadas. A anélise mais detalhada da composi¢io quimica (Tabela 3. 4) foi
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realizada com os extratos obtidos nos experimentos a 200 bar, 40°C, 8/10 mesh e 2,486
g/min', demostrando-se a presenga de substincias pertencentes a classe de sesquiterpenos,

acidos graxos, etc.; e a predominéncia de substancias de peso molecular elevado.

Tabela 3. 4: Composiciio quimica do extrato da estévia com CO; pressurizado

CLASSE CONSTITUINTES ”
(massa)

Sesquiterpenos

Espatulenol 1,49
Acidos Graxos

Acido decandico 3,35

Acido 8,11, 14-eicosatriendico 3,05
Hidrocarbonetos alifaticos

2-metil —octadecano 2,55

Pentacosano 8,54

Octacosano 8,42
Esteroides

Estigmasterol 1,63

[B-sitosterol 1,26
Triterpenos

o/f-amirina 0,68

Lupeol 5.94

Acetato de (f-amirina 4,85

Triterpeno pentaciclico (PM : 468) 14,10
N3o Identificados 4414

: Experimento I na Tabela 3.3
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Observa-se atraveés do padrio de fragmentacdo de seus espectros de massas, a
presenca de outras substincias pertencentes a classe dos triterpenos pentaciclicos e
hidrocarbonetos alifaticos. A comparagfo dos espectros de massas destes compostos com a
literatura [McLafferty & Stauffer, 1989; Budzikiewics ef al, 1964; Budzikiewics et al,
1963; Djerassi ef al, 1962] e co-injegio de padrdes (estigmasterol e a e [B-sitosterol),
permitiu detectar a presenca de esterdides, representados por estigmasterol (peso molecular:
412) e P-sitosterol (peso molecular: 414) e de trés triterpenos pentaciclicos: o/B-amirina
(peso molecular: 426), acetato de B-amirina (peso molecular : 468), lupeol (peso molecular:
426).

De acordo com a Kinghorn & Soejarto [1985], as folhas secas de estévia contém
aproximadamente 42% de constituintes soliveis em 4gua. Parte importante desses
constituintes sdo os responsaveis pelo principio doce, onde se concentra grande parte dos
trabalhos de isolamento e elucidagdo descritos na literatura [Kinghorn & Sogjarto, 1985,
Nikolova-Damyanova ef al, 1994] Adicionalmente a estes glicosideos diterpénicos, a
planta contém 6leo essencial, constituido por mono e sesquiterpenos,  diterpenos
labdanicos, triterpenos, esterdides, flavondides, ete.

Diante destes dados conclui-se que os extratos obtidos no pré-tratamento
apresentam, em comum, cinco classes de compostos: sesquiterpenos, acidos graxos,

hidrocarbonetos alifaticos, esterdides e triterpenos.

34 Conclusdes

O extrato da estévia é um fluido muito viscoso que escoa com muita dificuldade
pela tubulagdio, o que deu origem a constantes entupimentos durante a extracdo. Para se
evitar esse entupimento foi necessério aquecer a valvula micrométrica até temperaturas da
ordem dos 100°C, embora esse aquecimento escure¢a e provavelmente degrade algumas
substincias presentes no extrato.

Os rendimentos de extrato indicam efeito significativo da temperatura (p=0,0360),
da pressio (p=0,0008) e da interagdo destas duas varidveis juntas (p=0,0228). Ao

desconsiderar o experimento 8 observa-se efeito significativo s6 da pressdo (p=0,0026) e da
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interagdo da presséio com a temperatura (p=0,0426). Encontrou-se que a maior quantidade
de extrato obtida durante ¢ pré-tratamento das folhas da estévia com CO; pressurizado

acontece a 200 bar, 40°C, 2,49 gCO,/min € —8+10 mesh.
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Apéndice 3. 1: Aspectos operacionais no estudo do pré-tratamento

A seguir descreve-se de maneira completamente detalhada, o funcionamento da
Unidade Experimental 2, construida como parte dessa pesquisa e utilizada no estudo do
pré-tratamento das folhas da estévia:

- Abrem-se as valvulas 2a e 2b do cilindro 1 ¢ do cilindro pulm&o 5 na Figura 3. 2, e
se observa a pressdo no mandmetro 6a. Dependendo da temperatura ambiente e da

quantidade de CO, no cilindro, essa leitura deve variar entre 58 e 72 bar.

- A amostra previamente preparada na forma de folhas trituradas de estévia, com uma
granulometria pré-estabelecida, empacotadas dentro de uma célula de ace inox de
37,50 cm de comprimento e 2,83 cm de didmetro; € colocada dentro do cilindro
extrator, 10, abrindo-se unicamente a sua tampa Superior.

- Ligam-se os trés banhos termostaticos, e se fixam as temperaturas desejadas para
cada componente ligado aos banhos.

- A temperatura dos banhos ligados ao cilindro 5 e aos cabegotes da bomba 8,
preferencialmente deve estar pelo menos um grau abaixo de zero. Isto com a
finalidade de se aumentar a eficiéncia da bomba, evitando-se cavitagéo.

- A temperatura do banho que refrigera o cilindro 10 é geralmente uma variavel da
pesquisa em andamento.

- Quando sdo alcancadas as condigdes de temperatura desejadas inicia-se a
pressurizacdo do sistema em trés etapas:

i) A bomba 8 ¢é ligada' com as valvulas da unidade abertas s6 até a valvula 2b,
de modo a fazer-se a leitura da pressdo antes de introduzir o solvente. Essa
leitura deve dar zero, independente das unidades de medida que estejam
sendo usadas. Se a leitura nfio da zero procede-se a um ajuste manual,
usando-se uma chave de fenda pequena, na parte posterior da bomba:

No extremidade superior esquerda da parte traseira, onde existe um pequeno

retdngulo vertical identificado por ZERO ADJ, que por sua vez contém dois

10 botdio de liga/desliga fica no cante inferior direito da parte dianteira da bomba.
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retdngulos horizontais menores de cor azul com um pequeno parafuse de
metal em cada um deles. Essas formas azuis parafusadas séio identificadas
pelos nomes de FINE e COARSE, e 0 ajuste a zero da bomba ¢ feita nesses
parafusos.
A seguir, e durante aproximadamente 3 minutos sio abertas todas as
valvulas da umdade, além da valvula de purga da bomba, com a finalidade
de eliminar-se o ar que poderia existir no sistema.

ii) Transcorridos os trés minutos fecham-se as valvulas 2e, 2f 2g e 11 da
unidade, e usando a vazio maxima da bomba pressuriza-se a linha até uma

pressdo de aproximadamente 50% acima da pressdo de trabalho.

i) Finalmente, pressuriza-se a coluna extratora (10) abrindo a valvula 2e.

- Quando a presséo de trabalho € alcangada nos man8metros 6b e 6¢, e transcorrido o
tempo estatico previsto no experimento, abrem-se as vélvulas de saida 2fe 11 de
maneira tal a manter uma vazio constante, que deve ser verificada com o
totalizador de vazdo 13. A véalvula micrométrica (11) deve ser aquecida para
compensar o calor perdido durante a despressurizagdo que acontece nesse ponto,
evitando desse modo o congelamento dessa valvula e do resto da tubulagdo até os
recipientes de coleta (12).

- O que sai do cilindro extrator (10) e chega até o frasco coletor (12) é uma mistura

multicomponente de CO, e as diferentes substdncias que constituem o extrato. Por
despressurizagdo simples, o CO, junto com alguns volateis ¢ separado do extrato,

seguindo para os frascos de coleta adicional, onde sdo colocados adsorventes como

carvdo ativo, silica e porapak Q que retém esses componentes mais leves. O CO,

puro vai passar através do medidor de vazio antes de deixar o sistema.

- Periodicamente sdo coletadas amostras. Elas sdo pesadas, etiquetadas, lacradas e
armazenadas a temperaturas de congelagéo.

- Deve-se tomar muito cuidado com a variagio da vazio e da pressdo, de maneira a
estar sempre pronto para se fazer ajustes manuais atraves da valvula 11, quando o

sistema afasta-se das condigdes experimentais pré-estabelecidas.
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- Alcangado o tempo pré-estabelecido de extra¢do sdo desligadas as bombas € os
banhos ¢ fecha-se a valvula 2e, de modo a evitar a entrada de mais CO, no cilindro
extrator (10), aumentando-se lentamente a abertura das valvulas de saida 2fe 11, de
maneira tal a se manter a vazio de trabatho mesmo durante a despressuriza¢io do
sistema. Quando todo o CO, da linha € retirado, retiram-se os ultimos frascos
coletores, que apos pesados, tampados e lacrados, sdo guardados em temperatura
igual ou menor do que zero. Os adsorventes colocados nos frascos de coleta
adicional sdo lavados com um solvente orginico para retirar deles as substincias de

interesse.

- Abre-se a tampa superior do cilindro extrator (10) e retira-se a matéria prima nele
colocada.

- A seguir, usando uma bomba peristiltica a tubulagio € lavada com
aproximadamente 200 mL de 4lcool etilico. Finalmente deixa-se passar CO, a
pressio do cilindro por aproximadamente dez minutos, de forma a eliminar os

tragos de alcool da linha.
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Apéndice 3. 2: Planejamento experimental para o estndo do pré-tratamento

Foi utilizado o moddulo Experimental Design do software comercial Statistica 6.0 para a

formulagdio do plano fatorial descrito a seguir.

Varidveis Niveis

Temperatura 25e40°C

Pressido 80 e 200 bar

Vazio 1,0 e 1,5 L/min (P ¢ T ambiente)

Granutometria 10/24 e 8/10 mesh

Temperatura Presséo Vazéo Granulometria
Experimento O (bar) (Lmin™ ) {mesh)
+0,05 +1 +0,05

4 40,0 200 1,0 -10+24
7 40,0 80 1,0 8+10
14 250 80 1,5 -10+24
6 40,0 80 1,5 -10+24
12 250 200 1,0 -10+24
11 25,0 200 1,0 -8+10
13 250 20 1,5 -8+10
3 40,0 200 1,0 -8+10
1 40,0 200 1,5 -8+10
8 40,0 80 1,0 -10+24
15 250 80 1,0 8+10
10 25,0 200 1.5 -10+24
5 40,0 80 1,5 -8+10
16 25.0 80 1,0 -10+24
2 40,0 200 1,5 -10+24
9 25,0 200 1.5 -8+10
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Apéndice 3. 3:

Analise das vazies no estudo do pré-tratamento

De acordo com o Apéndice 3. 1 optou-se pelo estudo de duas vazdes volumétricas:

1,0 ¢ 1,5 L/min de solvente nas condigBes de pressdo e temperatura ambiente. Porém nio

fol possivel se manter essas vazdes de maneira exata, registrando-se as seguintes medidas

no caso da vazio prevista de 1,0 L/min:

Teste 4
Teste 7
Teste 12
Teste 11
Teste 3
Teste 8
Teste 15
Teste 16
Média
Varidncia
Desvio Padrio

Erro Padrio

Medidos
1,05 L/min 1,78 g/min
1,01 1,70
1,03 1,75
1,02 1,73
1,00 1,69
1,01 1,70
1,03 1,74
1,04 1,77
1,73
0,001
0,03
0,01

Nivel de confianga (95%)

0,03

Programados

1,00 L/min
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

1,69 g/min
1,68
1,70
1,70
1,69
1,69
1,69
1,70
1,69
0,00004
0,007
0,002
0,005

Isto &, no caso das vazdes medidas, o intervalo de confianga dos valores num nivel de 95%

de confianga ¢

1,73-003< x < 1,73 +0,03

1,70 < x < 1

J76
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sendo que o menor valor medido (1,69) e o maior valor medido (1,78) ficam fora desse
intervalo. Isso significa que o conjunto de dados de vazio massica medidos nfio poderiam
ser consideradas como uma unica condigdo experimental.

No caso das vazdes programadas e supondo que nio teriam existido as varia¢des das vazdes

volumétricas, teriam-se as vazdes massicas correspondentes:

1,692 -0,005< x < 1,692+ 0,005

1,69< x < 1,70

No caso das vazdes previstas de 1,5 L/min acontece uma situa¢do similar. Os

valores medidos € os que teriam sido medidos se ndo existisse a variagio da vazdo

volumétrica sio apresentados a seguir;

Medidos Programados
Teste 14 1,49 L/min 2,52 g/min 1,50 L/min 2,54 g/min
Teste 6 1,45 2,45 1,50 2,54
Teste 13 1,48 2,50 1,50 2,54
Teste 1 1,48 2,49 1,50 2,52
Teste 10 1,47 2,49 1,50 2,54
Teste 5 1,48 2,50 1,50 2,53
Teste 2 1,46 2.47 1,50 2.54
Teste 9 1,55 2,64 1,50 2,55
Meédia 2,51 254
Variancia 0,003 0,00007
Desvio Padrio 0,06 0,009
Erro Padrio 0,02 0,003
Nivel de confianga (95%) 0,05 0,007
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Isto €, no caso das vazdes medidas, o intervalo de confianca dos valores num nivel de 95%

de confianga &:

2,51-0,05< X < 2,51+0,05

246< X < 2,56

sendo que o menor valor medido (2,45) e o maior valor medido (2,64) ficam fora desse

intervalo. Isso significa que o conjunto de dados de vaziio massica medidos nio poderiam

ser consideradas como uma unica condi¢do experimental.

Anialise similar para o caso das vazdes programadas da resultado parecide que aquele

obtido no caso de 1,0 L/min.
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Apéndice 3. 4: Anilise estatistica no estudo do pré-tratamento

Foi utilizada a op¢do de analise do médulo Experimental Design do software comercial
Statistica 6.0 para se fazer a andlise experimental do plano formulado no Apéndice 3, 2.
Optou-se por separar as analises em duas secdes: plano completc e plano sem o

experimento 8 que teve rendimento zero.

Apéndice 3.4.1: Considerando o plano experimental na sua totalidade.

Temperatura Pressédo Granulometria Temperatura-Presséo
(°C) (bar) (mesh)
25 40 80 200 10/24 8/10 25/80  25/200  40/80  40/200

Meédia 0.6838 04400 02963 08275 0,5225 0,6013 0,5550 08125 00375 08425
SLEXtr

Efcito 02438 + 05313 + 0.0788 + 02738+
p (6,036 0,0008 (,4306 0,0228
Signif, Sim Sim Nio Sim

Apéndice 3.4.2: Pesconsiderando-se o experimento 8 do plano experimental.

Temperatura Pressfio Granulometria Temperatura-Pressdo
(°C) (bar) . (mesh)
25 40 80 200 16/24 8/10 25/80 25/200  40/80  40/200

Média (16838 00,4488 0.3030 0,8275 0,5213 0,6013 0,5550 08125 0,0550 0,8425
YaExtr

Efeito 0235+ 05225+ 0,0800 + 0,265 +
P 0,0620 0,0026 0,4708 0,0426
Signif. Nio Sim Niéo Sim
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RESUMO

Os glicosideos da estévia foram extraidos por dois métodos: 1) extragio com mistura
de fluidos pressurizados, e ii) extracdo convencional. Para a primeira técnica se utilizaram
unicamente folhas pré-tratadas com CO,, enquanto que para a segunda foram utilizadas
folhas pré-tratadas e folhas sem pré-tratamento. Para o estudo do efeito das variaveis de
processo: pressio, temperatura e co-solvente, foi formulado um plano experimental para se
avaliar 2 niveis de pressfo, 3 niveis de temperatura e 3 niveis de co-solvente. Os niveis
escolhidos foram 120 e 200 bar; 16, 30 e 45°C; e, aproximadamente 9,5% molar de 4gua,
etanol e 9,5% de uma mistura agua:etanol (aproximadamente 50% molar de dgua e 50%
molar de etanol). As extragdes da estévia foram realizadas durante doze horas, e verificou-
se que o maior rendimento (3,38% em massa) foi obtido quando se utilizou-se dgua como
co-solvente a 120 bar e 16°C, seguido de muito longe (0,59%) pelo experimento que usou
também &gua como co-solvente porém a uma pressio de 200 bar e 45°C. Niao se
encontraram efeitos significativos de nenhuma das varidveis de forma individual para 95%
de intervalo de confianga, o que leva a supor que o maior rendimento deve ser fungio do
efeito combinado das trés variaveis. Os extratos glicosidicos foram analisados por CLAE,
observando-se a presenéa do esteviosideo e do rebaudiosideo A em todos os extratos. Os
glicosideos foram quantificados por espectrofotometria ultravioleta a 210 nm, usando
esteviosideo como padriio de calibragdo. No caso da extragiio convercional determinaram-
se que os rendimentos sio menores que o maior rendimento obtido por extragio com
mistura de fluidos pressurizados, ¢ verificou-se também, que o rendimento € maior quando
se utiliza folhas de estévia pré-tratadas com CQ; pressurizado, embora tdo pouco exista

diferenca estatisticamente significativa nesse caso.

Palavras Chave: Estévia, Extracdo Supercritica, Co-solvente, Transferéncia de Massa.
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4,1  Imtrodugao

Em 1900 o quimico paraguaic Ovidio Rebaudi, em cuja homenagem Bertoni
batizou a planta, estudou as principais caracteristicas quimicas da estévia e conseguiu isolar
dois tipos de substincias: uma extremamente doce e uma outra amarga com as
caracteristicas de aperitivo digestivo. Destas duas fot o principio edulcorante que mais
atengdo atraiu e atrai até hoje. As folhas da planta Stevia rebaudiana Bertont contém uma
complexa mistura de diterpenos labdénicos, triterpenos, estigmasterol, taninos, oleos

volateis e, oito glicosideos diterpénicos doces: esteviosideo, estevielbiosideo,

rebaudiosideos A, B, C, D e E, e dulcosideo A. Destes glicosideos, as folhas contém
basicamente esteviosideo ¢ rebaudiosideo A, sendo que este ¢ mais estavel, muito mais
doce e, com menor sabor amargo que o esteviosideo. O rebaudiosideo E ¢ tdo doce quanto
o esteviosideo, e o rebaudiosideo D é tdo doce quanto o rebaudiosideo A, enquanto o0s
outros glicosideos sdo menos doces que o esteviosideo [Cramer & Tkan, 1987].

A extragfo convencional desses glicosideos é feita através de processos combinados
de extragio solido-liquido e liquido-liquido, porém os extratos glicosidicos obtidos
possuem um marcante sabor residual amargo, responsavel por muitas das restrigdes ao uso
da estévia. Existem muitas hipOteses para explicar esse sabor residual: Phillips {1987]
descreve que através de uma patente européia de 1985, a Stevia Company reporta que 0s
dleos essenciais, taninos e flavondides presentes nas folhas da estévia, contribuem para o
sabor desagradavel da estévia, enquanto Soejarto ef a/ [1983] acreditam que as lactonas
sesquiterpénicas sio responséveis por este sabor amargo. Por sua vez, Tsanava ef al [1991]
sugerem que o cariofileno e o espatulenol contribuem decisivamente para o sabor
desagradavel dos produtos derivados da estévia, mas como bem lembra Phillips [1987], ndo
se deve esquecer que tanto o esteviosideo quanto o rebaudiosideo A tém sua cota de sabor
amargo, embora no caso desse ultimo seja significativamente menor que no primeiro.

Tan et al [1988] patentearam, no Japdo, o processo de extragio dos glicosideos das
folhas da estévia utilizando CO; supercritico e um co-solvente, seguido de purificagdo com
resinas de adsorcdo porosas. Foram utilizados metanol, etanol e acetona como co-solventes.

Por sua vez Kienle [1990] patenteou um processo similar nos Estados Unidos. Baseados na
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informagdo anterior, a hipotese inicialmente considerada nesse trabalho € que o COq

pressurizado solubiliza algumas das substincias responsaveis pelo gosto e aroma

desagradaveis do extrato.

Segundo Alvarez [s.nt], todos os processos de extragdo convencional dos

glicosideos das folhas da estévia descritos na literatura seguem uma metodologia similar:

i)

As folhas sdo extraidas com 4dgua ou com alcoois a quente, por infusdo ou

percolagdo, obtendp-se um extrato de cor marrom escuro, contendo todos os

principios ativos, pigmentos foliares, polissacarideos soluveis e outras impurezas.

Em alguns processos, as folhas sio previamente desengorduradas com solventes

apolares, como o cloroformio ou ¢ hexano. Esta etapa elimina 0s oleos essenciais,

lipidios, clorofila e outros componentes apolares,

Clarificagdo do extrato ou remog#o do méximo de impurezas, de maneira a se obter

um xarope claro contendo os principios adogantes. Pode-se distinguir até seis

metodos para essa clarificagéo:

Os que utilizam Ca(OH),, ou sais de Al, Fe e Mg como agente precipitante
das impurezas, seguido de deionizag#o através de resinas trocadoras de ions.
Os que utilizam somente ions metalicos como coagulantes do extrato
aquoso; CaCOs em H:Oz, Sn em meio alcalino, CaCls, AICl, FeCl,,
Ca(OH); + CO4, e MgCO; ou Mg(OH),; com aeragdo sdo os mais usados.

Os que utilizam somente resinas trocadoras de ions ou resinas adsorventes
para a descoloragdo do extrato.

Os que utilizam a eletrélise com eletrodos de aluminio em meio contendo
NaCl ou meio com Al(S04); ou AICl; como condutores, ou ainda uma
composicio de eletrolise, eletrodialise e tratamento com resinas trocadoras
de ions,

Os que clarificam o extrato aquoso com solventes orginicos como os alcoois
de 4 a 8 carbonos e cristalizagdo em metanol.

Os que coagulam e decantam as impurezas com polieletrélitos.
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ii1) A solugio do extrato é concentrada e redissolvida em metanol para proceder a
cristalizagfio dos glicosideos. A recristalizagio ¢é feita no mesmo solvente obtendo-

se esteviosideo quase puro.

Particular interesse apresenta a extragdo dos rebaudiosideos além do Esteviosideo.
Uma patente japonesa da Maruzen Chem.Co. {1982], descrita por Alvarez [s.nt.], explica
que o extrato clarificado € tratado com &lcoois de 3 a 6 carbonos, solubilizando o

esteviosideo e permanecendo o rebaudiosideo A na fragfo insolivel.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Matéria prima e outros materiais

Folhas e flores secas de estévia, colheita 1995, foram compradas na cidade de
Maringa (PR), tendo sua umidade determinada pelo método de destilagdo de tolueno
[Jacob, 1973] e seu contendo de glicosideos estimado pelo método de fenol sulfurico para
carboidratos totais [Alvarez er al, 1986]. As folhas e flores secas foram limpas,
selecionadas e empacotadas em sacos plésticos e, armazenadas a temperatura ambiente (20
a32°C).

O diéxido de carbono foi doado pela empresa White Martins em cilindros sifonados
de 25 kg. O etanol utilizado como co-solvente foi etanol absoluto da Merck (P.A. 99,9%),
enquanto o etanol utilizado para a limpeza da unidade experimental foi etanol a 95%.
Também foi utilizado alcool isobutilico (Merck P.A., 99,9% de pureza), metanol (Merck
P.A., 99,9% de pureza), acetona (Merck P.A.; 99,8% de pureza) e silica gel (Merck lote
PF254336).

4,22 Caracterizaciio das particulas e do leito

A densidade das folhas trituradas, medida no Instituto de Quimica da UNICAMP

utilizando-se picnometria de He (Multivolume Picnometer 1305).
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A porosidade do leito foi calculada com as medidas de densidade real das particulas
e a densidade aparente do leito, medida como a massa de solidos necessaria para empacotar
a célula de extragio. O didmetro médio das particulas, d,, foi calculado segundo

metodologia descrita por Corréa [1994],

4.2.3 Equipamento para a extra¢io com fluidos pressurizados

A Figura 4. 1 mostra a unidade experimental utilizada, que é uma modificagdo do
equipamento descrito por Pasquel ez al [1999] para o estudo do pré-tratamento das folhas
da estévia com CO» pressurizado. A unidade experimental inclui uma linha de co-solvente

controlada por uma bomba dosadora, e a alimentagio do solvente feita no topo do extrator.

1; cilmdro de didxide de carbeono
2: valvulas

3: vibnda de retencio

4: filro

5: manbmetro

6: tenque pulmo encamisado

7: bomba de CO,

8: bomba do cosolvente
9: recipiente do cosolvente
10: misturador de CO; e cosolvente
11: purga
12: termopear Fe-Constantan
13: indicador de temperatura
14: extrator encamisado
15: valvula micromeirica
16: frasco coletor do extrato
17: totalizador de vazfio

Figura 4. 1: Diagrama da unidade experimental
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4.2.4 Procedimento experimental: extraciio pressurizada

Aproximadamente 64 t 3g das folhas secas da estévia, trituradas a 10/24 mesh
foram empacotadas na célula de extragio (ago inox 316; 37,50 cm de comprimento e 2,83
cm de didmetro), e a seguir a célula foi colocada dentro do extrator (Figura 4. 1). Quando a
coluna de extragfo alcanga os 30°C, em cerca de pelo menos 3 horas abrem-se as valvulas
2a, 2b, 2¢, e 2h para pressurizar o sistema com CO,. Apos alcancar a pressdo de 200 bar, se
inicia a extra¢io abrindo-se as valvulas 2j, 2m e 15. Apos passar pela valvula micrométrica
o diéxido de carbono contendo os solutos solubilizados sofre uma expansdo adicional em
uma serpentina de ago inox (1/16 polegadas de didmetro). O extrato é coletado em frascos
de vidro de 20 mL. O didxido de carbono separado dos solutos passa por uma coluna de
Porapak Q que ret€ém os volateis ndo retidos no frasco de coleta, e que depois sdo
recuperados, antes de passar através de um medidor de vazdo e sair para a atmosfera.
Foram coletadas amostras a cada 60 minutos, € apos 12 horas de extragéio conclui-se o pre-
tratamento das folhas. As condi¢des do pré-tratamento foram (200 bar, 30°C, 2,89 + 0,4
g/min e 12 horas de extraciio) selecionadas de acordoe com resultados anteriores [Pasquel et
al, 1999 e Pasquel ef af, 1998]

Para a extragio dos glicosideos foi usado o material submetido ao pré-tratamento. A
célula de extracfio foi adaptada ao extrator. O procedimento experimental € semelhante ao
descrito anteriormente. Apos atingir a temperatura de trabalho desejada na célula de
extracio em cerca de pelo menos 3 horas, pressuriza-se o sistema com a mistura COs/co-
solvente mantendo-se fechadas as valvulas 2d, 2e, 2h e 2j. Quando se atinge a pressdo
desejada e transcorrido o periodo estético fixado inicia-se a extragdo como no item anterior.
Foram coletadas amostras a cada 30 minutos, e apos 12 horas de extragiio conclui-se a
extragdo dos glicosideos.

Um roteiro detalhado do procedimento para a operagdo da unidade de extragdo
encontra-s¢ no Apéndice 4. 1.

Para o estudo do efeito das varidveis de processo: pressdo, temperatura € €o-
solvente, foi formulado um plano experimental incluindo 2 niveis de pressio, 3 niveis de

temperatura ¢ 3 niveis de co-solvente. Os niveis escolhidos foram 120 e 200 bar, 16, 30 e
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45°C; e, aproximadamente 9,5% molar de agua ou etanol ou mistura agua-etanol
(aproximadamente 50:50% molar de cada). O plano experimental detalhado ¢ apresentado

no Apéndice 4. 2

O tempo de extragdo foi fixado em 12 horas, mantendo-se assim o mesmo tempo
utilizado na etapa do pré-tratamento das folhas com CO; pressurizado. A vazdo de extragio
foi fixada como a maxima que poderia ser atingida pela unidade de extragio na maior
presséo de trabalho. Das trés temperaturas de teste, a mais baixa foi escolhida como aquela
que pode ser mantida no equipamento sem oscilagdes devido a temperatura ambiente nessa
época do ano, e a maior foi escolhida considerando-se as varia¢des da eficiéncia da bomba
por efeito da mudanga da temperatura ambiente com a temperatura de trabalho. As pressdes
foram escolhidas em relagio & temperatura, de maneira a garantir CO; liquido e CO;

supercritico.
4.2,5 Procedimento experimental: extraciio convencional

Foi realizada a extragiio convencional dos glicosideos da estévia a partir de folhas
secas trituradas previamente pré-tratadas com CO; pressurizado e de folhas sem pré-
tratamento, utilizando-se a metodologia descrita nos trabalhos de Alvarez & Couto [1984] e
Goto [1997]. Essa metodologia encontra-se detalhada no Apéndice 4. 3. As folhas de
estévia foram extraidas com agua quente durante uma hora (iniciou-se com agua fervente e
deixou-se na temperatura ambiente entre 25 a 30°C). Em seguida o extrato aquoso foi
filtrado e misturado com alcool isobutilico (Merck P.A., 99,9% pureza) numa proporgdo de
60:40 em volume de extrato:alcool. Apds a separagio o extrato butandlico foi centrifugado
(Solvall, RT 600D), aquecido a 60°C e passado através de um leito de carvdo ativo para
eliminar impurezas. A seguir o extrato € concentrado num rotaevaporador (Tecnal, TE 120)
e redissolvido em metanol (Merck P.A., 99,9% pureza) até a cristalizacio dos glicosideos.
Esta primeira fra¢do de cristais foi lavada com metanol (Merck P.A., 99,9% pureza) e seca
em estufa com circulacdo de ar (Fanem, 50 a 300°C). A agua mée da cristalizagdo fo1

concentrada novamente e extraida com acetona (Merk P.A., 99,8% pureza) agitando-se
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manualmente de forma intensa e vigorosa, e o precipitado lavado com acetona anidra’,
deixado secar em estufa com circulagio de ar, redisolvido em metanol para cristalizar,
filtrado usando papel de filtro comum, lavado com metanol e seco em estufa com

circulagdo de ar.

4.2.6 Analise dos extratos glicosidicos

4.2 6.1 Espectrofotometria ultra violeta

A quantificacdo dos glicosideos foi realizada mediante espectrofotometria ultra
violeta (espectrofotdmetro Hitachi U-2000, duplo feixe, entre 1100 e 190 nm, com ldmpada
de iodeto de tungsténio para o campo visivel e de deutério no campo ultra violeta). Os
extratos que continham é4gua foram desidratados por evaporagdo simples em chapa de
aquecimento. A seguir, 0s extratos sOlidos foram redisolvidos em quantidades conhecidas
de agua, de modo que a leitura da absorbancia para qualquer concentragdo néo excedesse a
unidade. Embora o esteviosideo apresente maior absorgéo perto dos 200 nm, optou-se por
utilizar um comprimento de onda de 210 nm para minimizar os erros de medida, uma vez
que o limite do equipamento utilizado era de 190 nm, ¢ também porque esse comprimento €
amplamente utilizada na literatura [Nikolova-Damyanova ef al, 1994].

A curva de calibracdo com 10 pontos foi feita usando-se uma amostra comercial de
esteviosideo a 95% (Steviafarma Industrial, Maringa, PR) diluido em agua. Detalhes do

processo de quantificagio encontram-se descritos no Apéndice 4. 4

4.2.6.2 Cromatografia dos extratos glicosidicos

Os extratos glicosidicos das folhas da estévia foram analisadas por cromatografia de

camada delgada no Laboratorio de Produtos Naturais da Segdio de Fitoquimica do Centro de

! Para preparar a acetona anidra se utiliza 10% massa/volume de sulfato de sédio anidro (1g por cada 10 mL). Deve-se
tomar especial cuidado para que a umidade do ar nfic centamine a acetona anidra emn preparag#o.
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Genética, Biologia Molecular ¢ Fitoquimica do Instituto Agronémico de Campinas (IAC).
Por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no Laboratério de Quimica e
Farmacologia de Produtos Naturais ¢ Sanidade do Instituto Bioldgico de S3o Paulo, no
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Maringa (UEM) e no
Instituto de Quimica da UNICAMP. |

Na cromatografia de camada delgada foram utilizadas placas de silica gel (Merck,
lote PF254336) eluidas com a mistura cloroformio:metanol:agua (30:20:4) e metanol:acido
sulforrico (1:1) como revelador. As amostras foram diluidas em mistura de etanol e hexano,
enquanto que o padrio, esteviosideo a 95% (Steviafarma Industrial, Maringa, PR), foi
diluido no proprio solvente de eluigdo. O cloroformio, 0 metanol, o acido sulfirico, o etanol
e 0 hexano utilizados foram da marca Merck e de grau cromatografico.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em um cromatografo
(Shimadzu LC-6AD), detector espectrofotométrico U.V.:210 nm (Shimadzu SPD-6AV),
controlador (Shimadzu SCL-6B) e coluna Shim-Pack CLC-OBS C18 5um, 250 x 4 mm,
metanol (Merck, grau CLAE), vazdo 1mL/min [Laboratério de Quimica e Farmacologia de
Produtos Naturais e Sanidade do Instituto Biolégico de Sio Paulo]. Em um cromatografo
(CG Instrumentos Cientificos modelo CG-480C), detector ultravioleta (Jasco, modelo 970
UV), coluna (NH; Licrosorb CLAE Technology-Techsphere), S5um, 220 x 4,6 mm, metanol
e acetomtnila (Merck, grau CLAE) (85:15), vazio 1,5 mL/min [Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Maringd]. Em um cromatografo (Hewlett
Packard 1090 II/M Diode array), coluna Bondesil NH; 5 um, 250 x 4,6 mm, acetonitrila €
agua (80:20), vazdo 0,8 mL/min,

As condi¢des utilizadas para a anilise cromatografica baseiam-se em anilises
descritas na literatura [Nikolova-Damyanova ef af, 1994]. Os padroes de Esteviosideo e

rebaudiosideo A utilizados foram fornecidos pela Steviafarma Industrial de Maringa (PR).

4.2.7 Cinética da transferéncia de massa

Com os dados experimentais massa de extrato em fungdo do tempo de operagido

foram calculados os pardmetros de processo para o periodo de velocidade constante de
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extragio (CER), usando-se a metodologia de Rodrigues [1996]. O teor de solaveis na fase
fluida na saida da coluna (Y¢gg), a taxa de transferéncia de massa por unidade de se¢fio
transversal do leito (Mcgzr), a duragio do periodo de taxa de extragdo constante {tcgr). Os
calculos foram feitos com o software SAS 6.12 usando os programas descritos no

Apéndice 4, 5.

4.2.8 Predicio de propriedades dos constituintes do extrato

Usando o método de Le Bass [Reid et al, 1987] foram estimados os volumes
molares de cada uma das 11 substincias identificadas no extrato obtido no pré-tratamento
das folhas da estévia, € que em conjunto representam 41,8% do total extraido, enquanto que
as propriedades criticas foram estimados pelo método de Joback e o fator acéntrico foi
estimado com a correlacio de Lee-Kessler [Reid ef al, 1987). '

O coeficiente de difusdo binario do extrato no CQ; (Dag) foi estimado usando a
correlaciio de Wilke-Chang [Reid ef al, 1987], enquanto os numeros de Reynolds (Re),

Schmidt (Sc) e Grashof (Gr) foram calculados com as seguintes expressdes:

d. v
Re:f’&l’_ 4.1
Tco,
o 02 4. 2)
D,duapco2
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_Peo,4,88p (4. 3)
(Meo, )
onde d, € o didmetro médio das particulas, calculado segundo a metodologia descrita por
Corréa [1994], n é a viscosidade dindmica, v € a velocidade intersticial, g é a for¢a da
gravidade e Ap é a diferenga entre a densidade do solvenie e a densidade da mistura
solutos-solvente.

A densidade da mistura CO;-extrato a 200 bar e 30°C foi estimada com o programa
VLMU que usa a equacdo de Peng-Robinson [Sandler, 1989].

Foiutilizado um valor de coeficiente de transferéncia de massa, para a etapa de taxa
de extragdo constante, obtido por Monteiro [1999] na extragio da oleoresina de gengibre,
nas mesmas condigGes de pressio e temperatura (200 bar e 30°C), em condi¢gdes muito
proximas de vazdo (2,89 e 2,99 g/min), porosidade (0,76 e 0,74) e tamanho de particula
(0,98 e 1,02 mm), e acima de tudo, no mesmo equipamento.

Para se estimar a solubilidade (Y') foi utilizado o valor médic da taxa de
transferéncia de massa por area de se¢dio transversal do leito no periodo de velocidade

constante (Mcug) apresentado na Tabela 4. 1:
Mg = Acho, ky (4. 4)

sendo que AY é definido pela seguinte expressio:

(4. 5)

A solubilidade € calculada pela resolugio simultinea das equagdes (4. 4) e (4. 5) com Y

como a varidvel em evidéncia. Para ajustar-se a consisténcia dimenstonal enire os
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coeficientes de transferéncia de massa em m/s e em s, utiliza-se o didimetro médio da

particula.
4.3 Resultados ¢ Discussdes

4.3.1 Caracteriza¢iio da matéria prima e do leito

Seguindo o método citado na se¢fio 4.2.1 (pagina 97), a umidade das folhas foi
determinada em 7,0% + 0,1. A densidade real das folhas e flores secas trituradas a 10/24
mesh for 1,37 + 0,03 g/cm3, a densidade aparente foi 0,40 + 0,02 g/cms, a porosidade
média de 0,76 + 0,02 e o didmetro médio foi 0,98 + 0,03 mm. A quantidade de glicosideos
da matéria prima foi estimada em 5,0% =+ 0,1, baixa para as médias conhecidas de 7,8 a
14,5% (determinadas por CLAE) [Phillips, 1987]. Isto se explica pelo fato da matéria
prima nio ser composta unicamente de folhas e sim conter flores e partes menores do caule
da planta na forma de impurezas, além de ser um material cultivado numa agricultura

convencional, sem nenhum cuidado especial.

4.3.2 Pré-tratamento da estévia com diéxido de carbono pressurizado

Observa-se da Figura 4. 2 e do Apéndice 4. 6 que as curvas de extracio relativas ao
pré-tratamento apresentam um periodo inicial de ajuste que em todos os casos compreende
pelo menos as duas primeiras horas do processo. Transcorrido esse tempo inictal as curvas
adotam um comportamento proximo ao formato classico das curvas de extragdo com
fluidos pressurizados: As etapas de extragio constante e extragio decrescente sdo
claramente diferenciadas, e essa Gltima representa quase a metade do processo, 0 que se
explicaria pela natureza altamente viscosa dos solutos, que dificulta sua difusdo através da

matriz solida.
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Figura 4. 2: Curvas de exiragio relativos ao pré-tratamento a 200 bar, 30°C e 2,89 g

CO2/min, da estévia triturada a 10/24mesh

Da Tabela 4. 1 observa-se que a duragiio do periodo de taxa de extragdo constante
(tcer) em média representa cerca do 53% do tempo total de exiragdo, a taxa de transferéncia
de massa por unidade de se¢io transversal de leito (Mcgr) durante o periodo de taxa de
extragdo constante (CER) foi (1,3 £0,1) x 107 kg extrato/m’s, enquanto que a concentragio
dos solutos na fase fluida 4 saida da coluna de extragio (Ycgr) foi (1,6 + 0,2) x 107 kg
extrato/kg COz € o rendimento massico (massa de exirato/massa de folhas colocadas na
célula de extragio) no mesmo periodo (Regr) foi 1,9% + 0,3; enquanto que o rendimento

massico total foi 3,0% £ 0,1.
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Tabela 4. 1: Parimetros da transferéncia de massa para o pré-tratamento (200 bar e 30°C)

Vazdo Mcer x 107 Yeprx 10° tepe Rerr Rerotat
(g/min) ¢ (kg/m’s)  (kgextr’kg CO;) (min) (% massa) (% massa)
285 076 12 18 367 16 2.9
2,88 0,76 1.4 1.7 369 1,8 29
287 073 1,3 1,5 398 17 2,8
2.85 0,74 12 1,7 580 2,5 2.9
292 074 14 1,7 371 1,7 2,9
291 0,77 1.1 1,4 404 1,9 2.9
2,97 0,76 1,3 1.6 402 2.1 32
2,90 0,77 1.4 1.8 312 1,8 3,2
Média 2.89 0,76 13 1.6 383 1,9 3.0
Desvio Padrio 0,04 0,02 0,1 0,2 78 0,3 0,1

Mais de 63% do extrato é obtido durante o periodo de taxa de extragdo constanie
como se observa da comparaciio dos valores de Reer € Reowl, 0 ue demostra a importincia

da transferéncia convectiva durante o processo.

4.3.3 Extracio dos glicosideos com fluidos pressurizados

Na escolha dos co-solventes optou-se pelo uso do etanol, da 4gua e da mistura
destes dois solventes, para a extragdo dos glicosideos das folhas da estévia. O etanol foi
escolhido a partir de consideraces relativas a tolerancia legal de residuos de solventes
orginicos em insumos para a industria de alimentos e, a informagdo de Kienle [1990] que
indica um aumento do rendimento da extragio quando sdo utilizados como co-solventes
alcoois de até 4 carbonos. A agua foi escolhida devido a sua elevada capacidade para
solubilizar o rebaudiosideo A, reconhecidamente o glicosideo de maior poder adogante €
menor sabor residual.

Na Figura 4. 3 observa-se a curva de extragio dos glicosideos, com misturas de

fluidos pressurizados em fungdo da massa de dioxido de carbono utilizado para cada uma
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das condighes experimentais testadas. As curvas de exiragio para cada um dos
experimentos sdo apresentadas no Apéndice 4. 7. Nesse conjunto de graficos resuita
sumamente dificil estabelecer afinidades de comportamento das curvas em funcio de uma
ou duas das varidveis estudadas, o que se ratifica pela analise estatistica que mostrou que
nem a pressdo, nem a temperatura, nem os co-solventes, de forma individual, tém efeito
significativo no rendimento Rrea ou Reer {p=0,061; p=0,072; p=0,059, respectivamente),
embora seja evidente que o rendimento massico de 3,4% no experimento a 120 bar, 16°C e
9,5% molar. de 4gua como co-solvente) seja significativamente diferente da média dos

rendimentos obtidos (vide Apéndice 4. 8).

2,50 -
i AA
2,00 - \ A N | _
A8 "= 200 bar. 30°C, E
8 Lso | A2 ' W 65 bar, 16°C, E
w A A 120 bar, 16°C, A
3 -8 0 120 bar, 30°C, EA
2 100 4 A © 120 bar, 45°C, E
S A : 4 200 bar, 16°C, EA |
A @ 200 bar, 45°C, A |
0,50 A vee
enee
PP T L4+
M&aﬂﬂ“ﬂﬁﬂﬂﬂ
0,00 - .
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Digxido de Carbono (g)

Figura 4. 3: Curvas de extragio dos glicosideos da estévia durante 12 horas, vaziio média de

2,96 g COy/min (A=4gua, E=etanol, EA=mistura 50:50% molar de etanol e agua)

A inexisténcia de efeitos significativos de cada uma das varidvels de maneira

individual, se explicaria pelo efeito combinado das trés variaveis no rendimento total dos
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glicosideos extraidos. Essa hipotese sera valida se lembrarmos que a capacidade de
solvatagio de uma determinada misiura de solventes esta relacionada com as forgas
intermoleculares que atuam entre solvente e co-solvente, entre solvente e soluto e entre co-
solvente e soluto, e em especial com a polaridade da mistura {Castellan, 1971 citado por
McHugh & Krukonis, 1994]. As molécuias da agua sendo mais. polares que o etanol, e
tendo um momento dipolar permanente maior, devem aumentar de maneira significativa a
polaridade da mistura o que ceriamente aumenia a solubilidade dos glicosideos nas misturas
de CO»/agua. Adicione-se a isto, o efeito de outras provaveis forgas de atragdo como as
interages dipolo-dipolo entre as moléculas da agua e as dos glicosideos, interagdes que
segundo McHugh & Krukonis [1994] variam inversamente com a temperatura, e se tera
uma expli¢agiio plausivel para o efeito da temperatura.

Na Tabela 4. 2 sio apresentados os dados relativos a cinética da transferéncia de
massa. A analise estatistica mostrou que nem a pressdo, nem a temperafura, nem oS co-
solventes, tém efeito significativo na Mcgr (p=0,001; p=0,072; p=0,059, respectivamente),
na Ycer (p=0,081; p=0,093; p=0,077, respectivamentie) nem no icgr (p=0,072; p=0,084;
p=0,067, respectivamente embora seja evidente a grande diferenca nos valores desses
pardmetros.

No experimento a 120 bar, 16°C e agua como co-solvente, por exemplo, a taxa de
transferéncia de massa no periodo de taxa de extragdo constante (Mceg) € enire 7 a 35 vezes
maior que nos demais experimentos, ¢ a concentragfio dos glicosideos na fase fluida na
saida da coluna de extragdo (Ycer) € entre 8 e 34 vezes maior. Como ja foi dito antes, estas
diferencas se explicariam pelo efeito combinado das trés varidveis nos pardmetros de
transferéncia de massa.

Quando se analisa a durag¢do do periodo de taxa de extragdo constante (fcrr) na
Tabela 4. 2, observa-se que esse tempo € da ordem dos 500 min em todos os expenmentos
exceto nos que foi utilizada 4gua como co-solvente que apresentam um tcpr da ordem dos
300 min, ¢ que evidencia que a dgua junto ao dioxido de carbono solubiliza muito mais
rapidamente os glicosideos da estévia presentes no exterior das particulas que constituem o
leito; o que fica mais claro ainda quando se observa que apresentam um maior valor da taxa
de transferéncia de massa por unidade da segdo transversal do leito durante o periodo de
taxa de extragdo constante {Mcgr)
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Tabela 4. 2: ParAmetros da transferéncia de massa na extragio dos giicosideos com misturas

pressurizadas COy/co-solvente a 2,96 + g/min

Pressio  Temp.
P cosol Mg x 10° Yoz X 10° P Resn Riow

(ia';} fg ; vente (kg/m’s) (kg extt/kg CO2)  (min) (% massa) (% massa)

200 30 E 0,089 £ 0,002 1,02£0,02  513+£35 0214002  003+0,03
120 16 A 1,480 £0,030  18,70+£030 347+21 2404020  3.40+0,30
120 30 EA 0,102 0,006 1,24 40,03 545+39 0344003  0,41+0,04
120 45 E 0,083 £ 0,002 1,00+£0,02  520£36  0,19+002 0,26 +0,03
200 16 EA 007640002  091+002 540+39 028+003  039+004
200 45. A 0193+0009  227+005 286+13  033+003  0,59:+0,06
65 16 E 0,046 £0,001  055+001 427+29 009+001  0,12+0,01

? Na coluna de Co-solvente, as letras E representam etanol absoluto, as ietras A representam 4gua, e as letras
EA representam a mistura etanol-agna (50;50% molar)

Na tltima coluna da Tabela 4. 2 apresentam-se os rendimentos mdassicos {(massa de
extrato/massa de folhas de estévia pré-tratada) para os glicosideos obtidos na extragdo das
folhas da estévia, previamente pré-tratadas com CQO, a 200 bar e 30°C, com misturas
COz/co-solvente pressurizado. Observa-se que o rendimento foi maior no caso do
experimento realizado a 120 bar € 16°C tendo a agua como co-solvente, seguido de longe
pelo experimento 9 realizado a 200 bar e 45°C, mas ainda com a agua como co-solvente.
Porém ndo se encontrou diferenca estatisticamente significativa dos efeitos esttmados de
cada um dos fatores no rendimento (p=0,081 para a pressiio, p=0,083 para a femperatura e

p=0,063 para o co-solvente).

Da comparagdo entre os rendimentos na Tabela 4. 2, observa-se que o rendimento
obtido no experimento realizado a 120 bar ¢ 16°C com 4gua como co-solvente tampouco €
resuitado do efeito combinado da temperatura com a pressdo, ou da temperatura com o co-
solvente ou da pressdo com o co-solvente, o que deixa como tnica expiicagio o efeito

combinado das trés variaveis.
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4,3.4 Avaliacido do rendimento na extra¢iio convencional dos glicosideos

O rendimento massico obtido de 2,60% + 0,01de glicosideos a partir das folhas
secas da estévia, pré-tratadas com CO; pressurizado a 200 bar e 30°C ¢ ligeiramente maior
que os 2,10% + 0,01 obtidos das folhas sem pré-tratamento, embora nio exista diferenga

significativa entre eles (p=0,13).

No experimenic com a mistura CQO./é4gua a 120 bar ¢ 16°C obteve-se um
rendimento total de glicosideos 35% maior do que na extra¢iio convencional de folhas pré-
tratadas e 60% do que das fothas sem qualquer pré-tratamento. O efetto do pré-tratamento
na extragdo convencional € previsivel quando se considera que a extracdo com o dioxido
de carbono extrai muitas das substincias que de outra forma seriam extraidas junto com os

glicosideos, competindo entre eles pelo solvente utilizado.

4.3.5 Andalise da composi¢io quimica dos extratos glicosidicos

Anjlises de CLAE mostraram que o extrato obfido, e quantificado por
espectrofotomeiria Uliravioleta como esteviosideo é na verdade uma mistura de
esteviosideo e rebaudiosidec A em todos os experimentos. Segundo a Tabela 4. 3, no caso
do experimento 4', que obteve o maior rendimento, a relagio média de
esteviosideo:rebaudiosideo A no extrato é de aproximadamente 3 a 1, o que evidéncia que a
mistura pressurizada CO,-dgua € capaz de extrair muito mais rebaudiosideo A que
esteviosideo, referido a extragfio convencional com solventes orgénico. Se considerar que o
rebaudiosideo A ¢ da ordem de 50% mais doce e tem menos sabor residuai que o
esteviosideo, o extrato obtido no experimento 4 constitui um adogante de melhor qualidade

que os obtidos nos processos de exiracio convencional.

t 120bar, 16°C ¢ 9,5% molar de 4gua como co-solvente.
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Tabela 4. 3: Comparagio das proporgdes de estevipsideo e rebaudiosideo A extraidas

Quantidade
Extractes Esteviosideo  Rebaudiosideo A
Experimento 4 com mistura CO,/co-solvente 3 1
Extragfio convencional
Folhas pré-tratadas 10 1
Folhas sem pré-tratamento 11 1

A Figura 4. .4 e a Figura 4. 5, mostram os cromatogramas do esteviosideo € do
rebaundiosideo padriio e, a Figura 4. 6 ¢ a Figura 4. 7 mostram os cromatogramas dos
extratos glicosidicos obtidos com a mistura de fluidos pressurizados € com extragdo
convencional, respectivamente, usando sempre como matéria prima, folhas de estévia pré-

tratadas com didxido de carbono pressurizado a 200 bar, 30°C e 2,89 g/min de vazdo do

solvente.

Esteviosideo padric
Tempo de retengiio: 8,808 min

o
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m 3
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Figura 4. 4: Cromatograma do esteviosideo padrfio a 210 nm, com mistura acetonitrila. agua

(85:20) 2 0,8 L/min
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Figura 4. 5: Cromatograma do rebaudiosideo A padrao a 210 nm, com mistura

acetonitrila:agua (80:20) a 0,8 L/min
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Figura 4. 6: Cromatograma do extrato glicosidico obtido com mistura de fluidos

pressurizados a 120 bar, 16°C, 9,5% molar de 4gua como co-solvente e 2,96 g/min
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Figura 4. 7. Cromatograma do extrato glicosidico obtido por extragdo convencional a partir

de folhas de estévia pré-tratadas com CQ; a 200 bar e 30°C

4.3.6 Modelagem da transferéncia de massa para a etapa de pré-tratamento

A extragdio de solutos a partir de soélidos naturaig, como. plantas por exemplo,

envolve uma fase solida global e uma fase fluida. Essa fase fluida compreende o fluido

pressurizado e os solutos dissolvidos nele. A transferéncia de massa acontece entre essas

duas fases e € representada por um balango de massa para as substincias transferidas e

pelas relagfes de equilibrio para a transferéncia de massa na interface entre as fases, sendo

que os pardmetros de operagdo e as condigdes do pré-tratamento do solido controlam o

processo [Brunner, 1994].
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4.3.6,1 Estimativa da concentragio de equilibrio
Na Tabeia 4, 4 observa-se o peso molecular, as propriedades criticas ¢ o volume

molar dos constifuintes identificados do extrato da estévia, bem como do extrato

considerado como uma pseudo substédncia pura [Pasquel ef af, 1999].

Tabela 4. 4: Principais propriedades dos constituintes do extrato da estévia

Substancia PM % Vi Ve P, T ©
massa (cm’/mol) (cm’/mol) (a)  (K)
Espatulenol 220,0 3,57 2857 700 21,1 831 0,778
Acido decandico 1723 802 2534 620 229 755 0,878
Ac.8.11, 14-eicosatriencico 3000 7,30 4236 1066 152 1045 1,010
2-metil-octadecano 269,5 6,11 447,7 1109 10,1 796 0,731
Pentacosano. 3520 2045 5624 1436 7.6 45 0,718
Octacosang 0 394,0 20,16 6290 1604 6,6 1030 0,568
Estigmasterol 412,7 3,90 5577 1408 9.9 1226 0,913
B-sitosterol 414,7 3,02 519,1 1428 9.6 1219 0,901
o-amirina 4267 1,63 5614 1437 10,7 301 0,899
Lupeol 4260 14,22 5649 1430 10,6 1255 0,873
Acetato de B-amirina 4680 11,61 5392 1390 9,9 1208 0,742
Oleoresina 362,0 100,0 5202 1323 10,7 1024 0,766

Os valores de Ycpr encontram-se na Tabela 4. 1, enguanto Y, € igual a zero na
equacdo (4. 5). A solubilidade foi estimada segundo a metodologia descrita na seqéo 4.2.8.

Os valores obtidos estdo na Tabela 4. 5.
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Tabela 4. 5: Adimensionais e coeficientes de transferéncia de massa

Dyg x 10° s GrRe’  k,x 10* Y
m¥s) e 8¢ GmxI07 hod Tove) (ke extrato/kg CO)
Extrato como
pseudo 1,115 3,15 3,15 7297 7333 2,224 0,00195
substancia pura

O -valor de Gr/Re’ acima de 5000 mostra a predominincia da convecgdo natural
relativa a convecgfio for¢ada [Madelbaum & Bohmn, 1973 citados por Monteiro, 1999]
durante o processo, o que ratifica a observagdo feita na se¢do 4.2.3 ao analisar-se a relagdo

entre Rcer £ Rtotal.

4.3.6.2 Escolha do modelo

- Nas duas altimas colunas da Tabela 4. 1 observa-se o rendimento total (Rrgai) € 0
rendimento obtido durante a etapa de taxa de extragdo constante (Rcgr) do pré-tratamento,
sendo que em média, 0 Regr representa mais do 63% do rendimento total do processo,
evidenciando. assim o predominio da etapa onde sdo extraidos convectivamente os solutos
que se encontram na parte externa das particulas solidas que constituem o leito. Esta
caracteristica do processo coincide com a hipdtese principal do modelo de Lack descrita na

literatura [Sovova 1994 e Sovova ef al 1994}, usado para descrever a extracio com CO,

supercritico do 6lec de sementes moidas. Este modelo considera o escoamento axial do
solvente com velocidade superficial U através de um leito fixo de segfio transversal
cilindrica. O solvente ¢ livre de soluto na entrada do extrator e a pressdo ¢ a temperatura de
operagio sdo constantes. O leito fixo € considerado homogéneo em relagio ao tamanho das
particulas e a distribuigio inicial do soluto. O soluto estd contido nas c€lulas das plantas,
protegido pelas paredes celulares, porém, parte dessas paredes sio rompidas durante o
processo de preparagdo do solido, de modo que parte do soluto ¢ exposto diretamente ao

solvente, Jogo a massa do soluto contida inicialmente na fase sélida € constituida por uma
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parte de facil acesso que ¢ extraida no periodo de taxa de extracfio constante, € outra parte
de dificil acesso contida no interior das particulas da fase sélida que é extraida no perfodo
de taxa de extrago decrescente. Para este modelo, um balango de massa para um elemento

diferencial do leito pode ser escrito como:

p -5 Z - 1x,v) @4.6)
ot
oy Y
pfs_at—-’-prE:J(XaY) (4.7)

onde X e Y sdo a razdo massica do soluto nas fases solida e fluida respectivamente, t € o
tempo, h ¢ o comprimento do leito, ps € pr s8o a densidade das particulas do leito e a
densidade do solventie, respectivamente, £ € a porosidade do Ieito ¢ J € a taxa de
transferéncia interfacial de massa.

Nas vazdes utilizadas neste trabalho, a ordem de grandeza do segundo termo da
equacgdo (4. 7) é muito maior que o primeiro, 0 que faz com que este termo possa ser
considerado desprezivel na solugfio dessa equagdo. Considerando as condigdes inicial e de

contormno,

X(h,t=0)=X, Y(h=0,t)=0 (4. 8)

e substituindo J(X,Y) pelas expressdes apropriadas para cada etapa do processo de extra¢@o
segundo a resisténcia a transferéncia de massa [Sovova, 1994], o modelo é expresso num

conjunto de trés equagdes:
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Para o periodo de taxa constante de extragio,
m, =Nq¥’ i - exp(—Z)] quando t <t g, (4.9)

Para o periodo de taxa decrescente de extragio,

M, = NY'[q = Qg Xp(Z,, = Z)] quando teg, <t <tgm (4 10)

Para o periodo controlado pela difusdo quando t > tpgr

Y* WX, Xy
m, = N<X0 _WIH{HI}XP[T)_I} exp[W(q,_, —q)] X, }> (4.11)

- r , ;e « . x
onde m., € a massa de extrato (g), N ¢ a massa de matéria prima livre de soluto, Y € a

solubilidade do soluto no solvente (g/gC0»), ki, € 0 coeficiente de transferéncia de massa

na fase fluida (s, kstlo € 0 coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida (s™), qczr ¢

o valor de q no final do periodo de taxa constante de extracio, trgr € 0 periodo de taxa

decrescente de extragdo, Xp € a razdo massica inicial de soluto pela matéria livre de soluto,

Xy, é definido pela equagdo (4. 13), q € a vazio do solvente (g/s) e,

Moy Mgven
— 50, — & ate 4‘12
4=y N (4.12)
X, - X |
Gesr =—-~—‘;,*Z . (4.13)
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Nas trés equagBes do modelo as quantidades Z ¢ W sdo diretamente proporcionais aos

coeficientes de transferéncia de massa:

_ k.a,p; (4. 14)
a(l - )p, '

- _ka, (4. 15)
q(t—2) '

Preditos a solubilidade e o coeficiente de transferéncia de massa durante o periodo
de taxa de extraciio constante segundo metodologia descrita na se¢do 4.2.8, 0 modelo de
Lack foi usado para representar os dados experimentais durante a etapa difusiva do
processo. Ao finalizar o periodo CER, os dados experimentais sdo ajustados com a equagdo
(4. 11). O periodo de taxa decrescente de extragio durante o qual os solutos de facil acesso
se esgotam na base do leito fixo mas continuam no topo, ndo foi considerado, supondo-se
que o periodo de extragdo controlado pela difusdo inicia-se ao finalizar o periodo de taxa de
extragio constante. O coeficiente de transferéncia de massa ¢ calculados usando-se a
equagio (4. 15) ap6s se ajustar os dados experimentais com o modelo da equagéo (4. 11).

O parimetro X, ¢ igual a 0,0869 (massa inicial de solutos/massa de material isento
de solutos) e é considerado constante para todos os experimentos. A matéria livre de soluto
foi estimada a partir dos resultados de extragbes em equipamento Soxhlet de trés dias de
duracio utilizando hexano como solvente, que mostraram que a quantidade de solutos que
podem ser extraidos em condigdes de polaridade similar ao CO,, € de 8% massico. A
concentrag¢do de equilibrio (Y*), estimada no-item anterior, apresenta-se na Tabela 4. 5. X
foi caleulado a partir dos valores de Rcer, € qepr € a vazdo que corresponde a tcer
determinado para cada experimento (Tabela 4. 1).

A Figura 4. 8 compara os dados experimentais da curva de extragio com os dados
calculados usando-se o modelo de Lack [Sovova, 1994] e o coeficiente de transferéncia de
massa na fase fluida (kr) de Monteiro [1999]. Observa-se que o modelo de Lack representa

aceitavelmente os dados experimentais, embora ndo seja sensivel ao periodo de ajuste que
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se observa nos dois primeiros pontos da curva e que significam cerca de duas horas do
processo. O modelo ndo ajusta apropriadamente quando a solubilidade e o coeficiente de
transferéncia de massa no periodo de taxa de exiracio constante sio varidveis a ser
estimadas pelo proprio modelo. Estas limitagdes do modelo podem ter como causa as
simplificag@es feitas com o objetivo de encontrar-se uma solugfio analitica para as equagdes

de balango em que o modelo se sustenta.

A Experimental ------ Modelo de Lack |
2,5
2 - A A
..A' A
& A
E 1:5 N é-"
=~ ‘- ’
‘..A’
0,5 N '-vi
. A
0 X ‘ T I ) T R :
0 200 1000 - 1500 2000 2500
CO2 utilizado (g)

Figura 4. 8: Ajuste da curva de extragio pelo modelo de Lack a 200 bar, 30°C, 10/24
mesh, 2,91 g COz/min

Na Tabela 4. 6 apresentam-se nas duas colunas finais, o coeficiente de transferéncia
de massa no periodo de taxa de extragio constante (ke) e o coeficiente de transferéncia de
massa no periodo de extragéo controlado pela difusio (k). Este ultimo estimado ajustando-

se os dados experimentais ao modelo de Lack [Sovova, 1994]. Como ¢ de esperar-se o
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coeficiente na fase sélida é menor que o coeficiente na fase fluida, embora nio exista

informag#o na literatura para comparar os resultados obtidos.

Tabela 4. 6: Coeficientes de transferéncia de massa na etapa de pré-tratamento

Teie o % @ 4 kir)r{vlsg}s
1 67.2 0,0172 12,91 1,578 1,3644
2 67,4 0,0193 15,50 1,578 1,1037
3 84,5 0,0168 13,21 1,578 1,5983
4 736 00272 2181 1578 0,7457
5 736 00188 1523 1578 1,3989
7 65,3 0,02085 17,81 1,578 0,9267
9 674 00231 17,74 1578 0,8996
10 63,7 0,0191 14,07 1,578 1,1575

4.4 Conclusoes

Na extragio com misturas pressurizadas de COs/agna, COs/agna-etanol e
CO,/etanol das folhas da estévia previamente pré-tratadas com CO, a 200 bar e 30°C,
encontrou-se que o rendimento dos glicosideos € maior no caso da mistura CO»/agua
quando a temperatura é de 16°C e a pressdo de 120 bar, embora nfio se tenha encontrado
diferenca significativa nos efeitos de nenhuma das varidveis em estudo, no rendimento
desses glicosideos.

O extrato glicosidico obtido nas melhores condi¢Ges operacionais possui um maior
teor de rebaudiosideo A que os extratos obtidos na extracfio convencional da estévia, o que
significa um aumento no poder adogante e uma diminui¢io no sabor residual.

Na extra¢do convencional dos glicosideos, o rendimento é maior quando se utilizam
folhas de estévia pré-tratadas com CO, a 200 bar e 30°C em relagdo as folhas sem nenhum

pré-tratamento.
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O modelo de Lack utilizado para representar o pré-tratamento das folhas da estévia
com dioxido de carbono pressurizado ajusta bem os dados experimentais quando a
solubilidade -¢ -e coeficiente .de transferéncia de massa na fase fluida sdo estimados

separadamente e introduzidos no modelo.

Referéncias Bibliograficas

ALVAREZ M. COUTO A.C.C. Processo de fracionamento dos componentes das folhas
da Stevia rebaudiana (Bert,) Bertoni (Fundag@o Universidade Estadual de Maringa).
Pedido de Privilegio no Brasil, protocolo n° 84 02 752, 1984

ALVAREZ, M,; KUSUMOTOQ, I.T.; ARRAES, L.S. Correlagio entre o teor de
carboidratos totais e o teor de glicosideos diterpénicos nas folhas secas de Stevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni. Arquivos Biologicos Tecnologicos, v.5, p.19-24, 1986

BRUNNER, G. Gas extraction: an introduction to fundamentals of supercritical fluids
and the application to separation processes. Darmstadt (Germany): Steinkopff, New
York: Springer, 1994. 387p

CORREA, N.CF. Estudo da cinética de extra¢iio do 6leo da semente de maracuji com
CO; supercitico. Belém, 1994. 87p. Dissertagdo (Mestre em Engenharia Quimica) —
Centro Tecnologico, Universidade Federal do Para

CRAMER, B.; IKAN, R. Progress in the chemistry and properties of rebaudiosides. In;
GRENBY, T.H. (Ed.) Developments in Sweeteners 3. New York: Elsevier, 1987.
Chapter 2, p.45-64

FRANCA, L.F.; REBER, G.; MEIRELES, M. A A ; MACHADO, N.T.; BRUNNER, G.
Supercritical extraction of carotenoids and lipids from buriti (Mauritia flexuosa), a frun
from the amazon region. The Journal of Supercritical Fluids, v.14, p.247-256, 1999

GOTO, A. Estudo da influéncia do rebaudiosideo A na solubilidade do esteviosideo ¢
andlise sensorial dos produtos obtidos. Maringa, 1997. 83p. Dissertagio (Mestre em
Quimica) — Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade

Estadual de Maringa

122



Capitule 4: Extragdo doy Glicosideoy

JACOBS M. B. The chemical analysis of foods and food products. 3 ed., New York:
Robert Krieger Publishing Co. p.21-23, 1973

KIENLE, U. Method of making a natural sweetener based on Stevia rebaudiana, and use
thereof. Int. C1.° A61K 35/78. U.S. Cl. 424/195.1, 586690 sep. 24, 1990; may 12, 1992.
Chemical Abstractsn.111, 22442z

McHUGH, M., KRUKONIS, V. Supercritical fluid extraction. 2 ed. Boston
Butterworth-Heinemann, 1994. 512p

MONTEIRQO, A R. Extracao do éleo essencial/oleoresina de gengibre (Zingiber
officinale Roscoe) com CO; supercritico: uma avaliacio do pré-tratamento e das
variaveis de processo. Campinas, 1999, 176p. Tese (Doutorado em Engenharia de
Alimentos) — Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas

NIKOLOVA-DAMYANOVA,B.; BANKOVA, V.; POPOV, S. Separation and
quantitation of stevioside and rebaudioside A in plant extracts by normal-phase high
performance liquid chromatography and thin-layer chromatography: A comparison.
Phytochemical Analysis, v.5, p.81-85, 1994

PASQUEL, A.; MARQUES, M.O.M.; MEIRELES, M A A. Stevia (Stevia rebaudiana
Bertoni) leaves pretreatment with pressurized CO,: an evaluation of the extract
composition. In: MEETING ON SUPERCRITICAL FLUIDS, 6, 1999, Nottingham,
United Kingdom. Procedings. Nottingham: International Society for the Advancement
of Supercritical Fluids, 1999, p.501-506

PASQUEL, A.; MEIRELES, M.A A ; MARQUES, M.O.M. Extracion con COz
presurizado como etapa previa a la extraccion de los glicédsidos de la estévia. In: II
CONGRESO IBEROAMERICANO DE INGENIERIA DE ALIMENTOS. Bahia
Blanca (Argentina); Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el
Desarrollo — CYTED, 1998. Trabajo 87. CD-ROM

PHILLIPS, K.C. Stevia: steps in developing a new sweetener. In: GRENBY, T.H. (Ed.)
Developments in Sweeteners 3. New York: Elsevier, 1987 p.1-43

REID, R.C.; PRAUSNITZ, JM.; POLING, B.E. The properties of gases and liquids.
ded., New York: McGraw-Hill, 1987. 741p

123



Capitulo-4: Extvogdo doy Glicosideoy

RODRIGUES, V.M. Efeitos da vazio do solvente na cinética de extraciio e na
qualidade do dleo de cravo da india (Eugenia caryophyllus) obtido com CO,
liquefeito. Campinas, 1996. 101p. Dissertagdo (Mestre em Engenharia de Alimentos)
— Departamento de Engenharia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas

SANDLER, S.I. Chemical and engineering thermodynamics. 2ed., Singapore: John
Wiley & Sons, 1989. 622p

SOEJARTO, D.D.; COMPADRE, CM_; MEDON, P.J; KAMATH, SK., KINGHORN,
A D. Potential sweetening agents of plant origin-Il: Field search for sweet-tasting
Stevia species. Econ. Bot., v.37, p.71-79, 1983

SOVOVA, H. Rate of the vegetable oil extraction with supercritical CO»: I.- Modeling of
extraction curves. Chemical Engineering Science, v.49, n.3, p.409-414, 1994,

SOVOVA, H.; KOMERS, R; KUCERA, J.. JEZ, J. Supercritical carbon dioxide
extraction of caraway essential oil. Chemical Engineering Science, v.49, n.15, p.2499-

2505, 1994

TAN, S.; SHIBUTA, Y.; TANAKA, O. Isolation of sweetener from Stevia rebaudiana.
Jpn. Kokai 63,177,764, 7p., 1988. Apud. Chemical Abstracts, v.110: 230444s

TSANAVA, V.P.; SARDZHVELADZE, G.P.; KHAREBAVA, L.G. Effect of
technological procedures on the composition of volatile substances in Stevia
rebaudiana. Subtrop. Kul't, v.3, p.64-70, 1991. Apud: Chemical Abstracts, v.116,
116: 82387g

124



Capltuler 4. Extracde doy Glicosideoy - Apéndices

Apéndice 4. 1: Procedimento para operagiio da unidade de extracfio

- Abre-se a valvula 2a do cilindro 1 na Figura 4. 1, e 1&-se a pressio no mandmetro
5a. Dependendo da temperatura ambiente e da quantidade de CO, ne cilindro, essa
leitura deve variar entre 58 e 72 bar.

Ligam-se os banhos termostaticos, conectados aos reservatorios 6a, 6b, 6c e 14 e aos
cabecotes das bombas 7 ¢ 8 da Figura 4. 1, e se fixam as temperaturas desejadas

para cada componente.

- A temperatura dos banhos que controlam a temperatura dos reservatorios 6a,
6b e os cabegotes da bombas 7 e 8, deve estar entre -5 e -10°C. Isto com 2
finalidade de se aumentar a eficiéncia da bomba, evitando-se cavitagdo. A
temperatura do banho que controla a temperatura do extrator € estabelecida

conforme as condigbes de extracio selecionadas.

- As folbas de estévia trituradas com uma granulometria pré-estabelecida, sfo
empacotadas dentro da célula de extragio (2,83 cm de diimetro e 37,50 .cm de
comprimento ou 235,9 o) que é em seguida colocada dentro do extrator, 14,
abrindo-se unicamente a sua tampa superior.

- Quando sdo alcangadas as condigdes de temperatura desejadas inicia-se a
pressurizacé@o do sistema em trés etapas:

i) As bombas 7 e 8 sdo ligadas' s6 com as valvulas 2a e 2b abertas, de modo a
fazer-se a leitura da pressdo na bomba 7 antes de introduzir-se o solvente
pressurizado. A leitura da pressio nas duas bombas deve dar zero,
independente das unidades de medida que estejam sendo usadas. Se a leitura
nio for zero procede-se a um ajuste manual, usando-se uma chave de fenda

pequena.

10 botsie de liga/desliga fica no canto inferior direito da parte dianteira da bomba.
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Na extremidade superior esquerda da parte trasetra, onde existe um pequeno
retdngulo vertical identificado por ZERO ADIJ, que por sua vez contém dois
retdngulos horizontais menores de cor azul com um pequenc parafuso de
metal em cada um deles. Essas formas azuis parafusadas sdo identificadas
pelos nomes de FINE ¢ COARSE, ¢ o ajuste a zero da bomba ¢ feita nesses

parafusos.

A seguir, e duranite aproximadamente 3 minutos sdo abertas fodas as
valvulas da unidade, além da valvula de purga da bomba, com a finalidade

de eliminar-se o ar que poderia existir no sistema.

1v) Transcorridos os trés minutos fecham-se as valvulas 2d, 2e, 2h, 2j, 2k, 2m e
15 da unidade, e usando a vazdo maxima das bombas pressuriza-se a linha

até uma pressdo de aproximadamente 20% acima da pressdo de trabalho.
V) Finalmente, pressuriza-se a coluna extratora (14) abrindo-se a valvula 2j.

- Quando a presséio de trabalho € alcangada no mandmetro 5b e nos indicadores das
proprias bombas, e transcorrido o periodo estatico previsto no experimento, abrem-
se as valvulas de saida 2m e 15 de maneira a manter uma vazio constante, que deve
ser controlada com o totalizador de vazio 17. A valvula micrométrica (15) deve ser
aquectda para compensar ¢ calor perdido durante a etapa de despressurizagdo,
evitando-se desse modo o congelamento dessa vélvula e do resto da tubulagio até

0s recipientes de coleta (16).

- A corrente que sal do cilindro extrator (14) e chega até o frasco coletor (16) € uma
mistura multicomponente formada de CQ, e das diferentes substincias que
constituem o extrato. Por despressurizacdo simples, o CO, junto com alguns
volateis é separado do extrato, seguindo para os frascos de coleta adicional, onde

sdo colocados adsorventes como carvio ativo, silica e porapak Q que retém esses

componentes mais leves. O CO, puro passa através do medidor de vazéo antes de
deixar o sistema.
- Para extragbes com duragio de doze horas sdo feitas coletas periddicas das

amostras a certo tempo previamente definido.
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- Deve-se tomar muito cuidado com a variagio da vazio e da pressio, de maneira a
estar sempre pronto para se fazer ajustes manuais através da valvula 11, quando o

ststema afasta-se das condigBes operacionais pré-estabelecidas.

- Alcangado o tempo pré-estabelecido de extragdo sdo desligadas as bombas e os
banhos termostaticos, e fecha-se a valvula 2j, de modo a evitar a entrada de mais
CO, no extrator (14), e aumenta-se lentamente a abertura das valvulas de saida 2m
¢ 15, de maneira a se manter a vazio de trabalho mesmo durante a despressurizagio
do sistema. Quando todo o CO, da linha ¢ retirado, retiram-se os ultimos frascos
coletores, que apos pesados, tampados ¢ lacrados, sfio guardados em temperatura
igual ou menor do que zero. Os adsorventes colocados nos frascos de coleta
adicional sdo lavados com um solvente organico para retirar deles as substancias de

interesse.
- Abre-se a tampa superior do extrator (14) e retira-se a célula de extragfo.

A seguir, usando uma bomba peristaltica a tubulagio ¢ lavada com aproximadamente 200

mL de alcool etilico. Finalmente deixa-se passar CO, & pressdo do cilindro por

aproximadamente dez minutos, de forma a eliminar-se os tragos de alcool da linha.
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Apéndice 4. 2: Plano experimental para a extracfio dos glicosideos da estévia

Foi utilizado o médulo Experimental Design do software comercial Statistica 6.0 para a

formulagdo do plano fatorial descrito a seguir.

Varidveis Niveis

Temperatura 16, 30 ¢ 40°C

Pressdo . 120 e 200 bar

Co-solvente =~ 9,5% molar de 4gua, etanol ¢

mistura (50:50 % molar) de
etanol:agua
A vazdo dos solventes e a granulometria das particulas foi fixada em aproximadamente

entre 2,89 + 0,04 g/min ¢ 10/24 mesh, respectivamente.

Experimento Pressdo (bar) Temperatura (°C) Co-solvente

+1 +0,05 (%, molar)

3 65 40,0 Etanol/Agua 5,5:4,1

4 120 16,0 Agna 9.5

8 200 30,0 Agua 93

2 65 30,0 Etanol 9.4

7 200 16,0 Etanol/Agua 5,5:4,1

6 120 40,0 - Etanol 9,6

9 200 40,0 . Agua 9,5

1 65 16,0 Etanol 9,5

5 120 30,0 Etanol/Agua 5,6:4,0
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Apéndice 4. 3: Extragiio convencional dos glicosideos da estévia

O processo de extragdo convencional das folhas da estévia pré-tratadas com CO;

pressurizado e sem pré-tratamento foi baseado nos trabalhos de Alvarez & Couto [1984] e

Goto [1997], que se resume no seguinte roteiro:

1.-
2.-
3.-

5.-

10.-

11.-

Pesar em um béquer as folhas secas e trituradas da estévia.

Ferver agua destilada.

Adicionar aproximadamente 1L de agua destilada fervente por cada 50g de folhas
secas de estévia. Deixar em infusdo por uma hora.

Filtrar usando papel de filtro em filtragéio a vacuo.

Em um funil de separa¢do misturar 40% do extrato aquoso com 60% de alcool
isobutilico. Deixar em repouso até observar a separagio completa por simples
decantagio das partes butanolica (camada superior) e aquosa (camada inferior).
Centrifugar o extrato butanoélico a 3500 rpm por 15 minutos, para retirar todas as
particulas em suspensdo.

Aquecer o material centrifugado até aproximadamente 80°C e passar através de um
leito de carvao ativo de aproximadamente 1% p/v {1g de carvéo por cada 100 ml. do
extrato). O leito de carviio deve ser preparado sobre papel de filtro em um funil.
Concentrar o extrato butandlico clarificado a 70°C em um rotavapor, até a formagio
de uma massa semi-sélida. O baldo do rotavapor devera ser pesado previamente.
Redissolver a massa semi-sélida em alcool metilico na proporgio de 1g de sélido
por cada 2 mL de metanol, Deixar repousar durante 24 h a temperatura ambiente,
para cristalizar os glicosideos da estévia.

Separar os cristais mediante filtragio a vacuo. Usar papel de filtro. Lavar os cristais
usando metanol. Secar os cristais em estufa com circulagfio de ar a 120°C por 24 h.
O licor mie separado da filtragdo na etapa 8 junto com o residuo da lavagem da
etapa 9, sdo concentrados em um rotavapor a 70°C, até a formacio de um xarope

denso porém ainda fluido.

Misturar 0 xarope com acetona na proporgio de 1'3 em volume agitando

intensamente até a apari¢io de um precipitado.

129



Capitude 4: Extracder doy Glicosideoy - Apéndices

12 .-

13.-

14.-
15.-

Filtrar o precipitado e lavar lentamente com acetona anidra. Secar a 100°C em
estufa com Circula(;ﬁo de ar.

Para preparar a acetona isenta de agua se utiliza 10% p/v de sulfato de sodio anidro
{1g por cada 10 mL). Deve-se tomar especial cuidado para que a umidade do ar nio
contamine a acetona anidra em preparagio.

Redissolver o extrato seco em alcool metilico na proporgio de 1g de extrato por 3
mL de metanol e deixar cristalizar a temperatura ambiente durante 24 h.

Separar os cristais mediante filkrag3o a vacuo e lavar lentamente com metanol.

Secar os cristais em estufa com circulag@o de ar 2 120°C por 24 h.
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Apéndice 4. 4: Quantifica¢cdo dos glicosideos da estévia por espectrofotometria

U.v.

Devido ao uso de 4gua como co-solvente, primeiro foi necessario desidratar esses
extratos aquosos mediante evaporagdo simples em chapa metalica de aquecimento. A
seguir, 05 extratos solidos foram redissolvidos em quantidades conhecidas de agua, tendo
como considera¢io basica que a leitura da absorbincia para qualquer concentragfio nfo
excedesse a unidade, a fim de obter melhor precisdo analitica.

A concentracio dos glicosideos em uma amostra se determina usando a lei de

Lambert-Beer:

i

t :10—Sc1=t (4 16)

]

Iy: intensidade inicial

L intensidade atenuada pela amostra.
€ constante (ue varta com a amostra.
c concentra¢io da amostra.

I; comprimento de amostra percorrida pelo feixe de luz.

t: transmitancia.

Inicialmente foi tragada a curva de calibragio do equipamento com 10 pontos de uma
amostra comercial de esteviosideo 95% diluido em agua. Fazendo-se uma regressdo linear

entre as concentracdes utilizadas e as absorbincias observadas obtém-se a seguinte

correlagdo:

Concentragio = B SSIEVI0sideO _ 4 443 1 (0,218)(absorbancia) (4. 17)
' mL solugdo
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A seguir foi feita a espectrofotometria das diferentes amostras de cada um dos nove
tratamentos testados segundo o plano experiméntal do Apéndice 4. 2, de maneira a se
determinar sua absorbincia no comprimento de onda selecionado (210 nm). Essa
informagdo ao ser substituida na equagio (4. 17) da a concentragdo dos glicosideos na

amostra em mg/mL
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Apéndice 4. 5: Programas SAS para a analise da cinética da extragio

Programa 1: Ajuste linear para a determinaciio dos parimetiros a serem utilizados no

programa 2 [Rodrigues, 1996]

options 1s5=80;

data calsolul;

infile 'a:\PTD2.dat';

input tmin mtceoZ mtext;

all=max (tmin-60,0);

alZ2=max {tmin-450, 0} ;

proc print;

proc reg; model mtext=tmin all al2;

run;

O programa otimiza a correlagdo linear entre a massa de extrato obtida e o tempo de
extraciio durante o periodo de taxa de extragio constante. Ingressa-se com as estimativas

minima e méxima do periodo de extragdo constante (all e al2) em minutos transcorridos.

Uma corrida tipica do programa 1 gera seus resultados no formato da tabela a
seguir, sendo que os dados necessarios para o programa 2 sao os parametros estimados para

cada variavel.

Variable DF Parameter Standard T for Hy: Prob> | T|
Estimate Error Parameter=0

Intercep

Tmin
ALl
AL2
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Programa 2: Ajuste nio linear para a determinacio dos parimetros cinéticos da
transferéncia de massa em fun¢io do tempo transcorrido [Rodrigues,

1996]

options 1s=80;
data calsolnul;
infile 'a:PTDY9.dat’';
input tmin mtcoZ mtext:;
all=max (tmin-60, 0} ;
alZ=max (ftmin-450,0);
proc print;
proc nlin;
parms b0=0.1126280
bl=-0.001184
b2=0.007192
b3=-0.003254
knotl1=60
knot2=450;
all=max (tmin-knotl, 0);
al2=max (tmin-knot2,0}2;
model mtext=b0+bl*tmin+b2*all+b3*al2;
proc print:

run;

O programa ajusta os resultados a um modelo ndo linear. Como no programa 1
ingressa-se com os valores de all e al2 como sendo as estimativas do inicio e do fim do
periodo de taxa de extragdo constante, € com os quatro parametros resultantes do programa
1, que correspondem a b0, b1, b2 e b3, respectivamente. Qs valores de knotl e knot2 sio os

mesmos valores de all e al2, respectivamente.
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Quando o programa € rodado, a informag8o procurada encontra-se numa tabela que

apresenta o seguinte formato:

Parameter Estimate Asymptotic Asymptotic 95%
Std. Error Confidence Interval

Lower Upper

BO
Bl

B2
B3
KNOT1
KNOT2

Somando B1 + B2 determina-se o valor da taxa de transferéncia de massa durante o
periodo de taxa constante (CER), em massa de extrato/massa do solvente. KNOT2 da o

valor de tcer, € Mcer € 0 cociente de CER/ Area

Programa 3: Ajuste linear para a determinacfio dos parimetros a serem utilizados no

programa 4 {Rodrigues, 1996]

options 1s5=80;

data calsolul;

infile 'a:PTDl.dat’;

input tmin mtcoZ mtext;

all=max (mtco2-332.7,0);

al2=max (mtco2-1354.4,0);

proc print;

proc reg; model mtext=mtco2Z all alZ;

runj;
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O programa otimiza a correlagdo linear entre a massa de extrato obtida e a massa de
solvente durante o periodo de taxa de extragfo constante. Ingressa-se com as estimativas
minima e maxima do periodo de extragio constante (all e ai2) em massa de solvente

consumido. Uma corrida tipica do programa 3 gera resultados similares ao programa 1.

Programa 4: Ajuste nfo linear para a determinacio dos parimetros cinéticos da
transferéncia de massa em funcio do solvente utilizado [Rodrigues,

1996]

options 1s=80;
data calsolul;
infile 'a:PTDl.dat’;
input tmin mtco2 mtexi;
all=max (mtcoZ2-332.7,0);
alZ=max (mtco2-1354.4,0);
proc print;
prroc nlin;
parms b0=-0.125289
bl=0.001492
b2=-0.000181
b3=-0.000726
knotl=332.7
knot2=1354.4;
all=max {mtcoZz-knotl, 0}
al?=max (mtco2-knot2, 0) ;
model mtext=b0+bl*mtco2+b2*all+b3*alz?;
proc print;

runy

136



Coapilidde 4; Extyocde doy Glicosideos - Apéndices

Somando B1 + B2 determina-se o valor da concentra¢fio na saida do extrator em
massa de extrato/massa de solvente (Yczp). KNOT2 € o valor da massa de solvente

correspondentede a massa de extrato que representa o final do periodo de taxa constante

{Repr).
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PTD1 PTD2 PTD3
Tempo CO, Extrato ca, Extrato CO, Extrata
(h) (g) (g) % (g) &) % {g) (g) %
1 1459 0,092 0,13 125.4 0,061 0,08 107, 0,064 0,08
2 31327 0,244 0,33 3030 0,150 0,21 261,9 0,135 0,17
3 4981 0,575 0,79 487 4 0,366 0,50 4588 0,497 0,61
4 6540 0,900 1,23 663,2 0,814 1,11 640,0 0,681 0,83
5 8238 1,113 1,52 R38.3 1,131 1,54 805,3 0,938 1,15
6 1014,9 1,305 1,79 993 8 1,278 1,74 985.4 1,285 1,57
7 1184,2 1,481 2,03 1164.3 1,498 2,04 1163,1 1.469 1.80
3 1354.4 1,641 2,25 13416 1,641 2,24 1339,1 1,653 2,02
9 15192 1,764 2.42 15270 1,802 . 2,48 1518.8 1,812 2,22
10 1687,7 1,904 2,61 1714,7 1.915 2,61 1704,7 1,986 2,43
11 1862.5 2,007 2,75 1899.6 2,064 2,82 1884,7 2,156 2,64
12 20396 2,124 2,91 20727 2,159 2,95 2066,1 2,253 2,75
PTD4 PTDS PTD6
Tempo CO4 Extrato CO, Exirato CO; Extrato
(h) (g) (g) %o g) (g} % 2) (g) %
1 169.3 0,062 0,08 1738,1 0,064 0,08 154.6 0,133 0,19
2 3519 0,161 0,20 375.8 0,191 0,24 319,1 0,367 0,52
3 5227 0,261 0,33 559,1 0,385 0,48 492,0 0,621 0.88
4 695,8 0,509 0,64 7423 0,715 0,89 656,2 0,904 1,27
5 8635 0,840 1,05 9113 1.085 138 25,4 1,163 1,64
6 1023,7 1,109 1,39 1087.6 1,345 1,68 10097 1,324 1.87
7 1190.9 1,404 1,75 1257.,% 1,521 1,90 1198,0 1,469 2,07
8 1367.8 1,670 2,09 1431,1 1,691 2,11 1373.3 1,567 2,21
g 1539.5 1918 . 2,40 168012 1,894 237 1536.9 1,666 2135
10 17090 2,134 2.67 1766,3 2,086 2,01 1707.6 1,783 2,51
11 1882,5 2,225 2,78 1926,2 2,241 2,80 1881.,7 1,880 2,65
12 20536 2.356 2,95 2099 3 2,337 2,92 2057.5 2,062 2.90
PTD7 PTDR PTDY
Tempo COa Extrato CO; Extrato COy Extrato
(h) (g) (e) % () (e) Y (g} (g) %
1 169,3 0,105 0,15 177.7 0,083 0,12 1672 0117 0,16
2 341,6 0,229 032 3574 0,328 0,48 3442 0,278 038
3 518.6 0,458 0,64 534,9 0,692 1,01 523.1 0,512 0.70
4 6931 0,737 1,04 706,8 0,975 1,43 703,2 0,823 1,12
5 62,0 0,949 134 R73.6 1168 1,71 885.0 1,123 1.33
6 1036,0 1,204 1,70 1046,6 1,347 1.97 1067,2 1,403 1,91
7 1207,8 1,417 2,00 12180 1,497 2,19 1246,6 1,620 2,21
8 13842 1,526 2,15 1397.9 1,636 2,39 14264 1,782 2,43
9 1563.6 1,717 2,42 15722 1,744 255 16024 1,949 2,66
10 1736.5 1,860 2,62 17498 1,895 2,77 1777,1 2,049 2,80
11 1916,3 1,98'}" 2,80 19277 2.027 2,96 1963.3 2,178 2,97
12 2097.3 2,072 2,92 21006 2,129 3,11 2144,8 2,316 3.16
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Apéndice 4. 7: Dados experimentais da extraciio dos glicosideos da estévia

Experimento 1: ExGl 1: 200 bar, 30°C ¢ 9,51% molar de etanol como co-solvente

Tempo CO, Etanol Glicosideos

(min) (g) (g % g
30 734 73 0,003 0,002
60 151,8 15,0 0,012 0,008
a0 2272 22,5 0,016 0,010
120 300,4 29 8 0,025 0,016
150 387.3 38.4 0,054 0,034
180 488.1 48.4 0,070 0,045
210 588 8 583 0,080 0,051
240 6705 66,4 0,093 0,059
270 760,9 75,4 0.107 0,068
300 856,4 4.9 0,115 0,074
330 946 9 93,8 0,131 0,084
360 10353 1026 0,140 0,039
390 1130,8 112,1 0,157 0,100
420 12227 121,2 0,167 0,107
450} 13197 130,8 0,176 0,112
480 14183 140,6 0,194 0,124
510 1518,7 150,5 0,208 0,133
540 1606,9 159,2 0,228 0,146
570 1693,7 167,8 0,239 0,153
600 1799 4 178.3 0,266 0,170
630 18965 187.9 0,286 0.183
660 1988.5 197.1 0,305 0,195
630 20770 2058 0,321 0,206
720 2174,1 215,5 0,340 0.218
030
0,25 | .

ot

202 o*

] +*

g 0,15 K »

g0 o o*

. o
0,05 < oo
et . , e
0 500 1000 1500 2000 2500
Diéxido de Carbono (&)
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Experimento 2: ExGl 2: 65 bar, 16°C e 9,44% molar de etanol como co-solvente

Tempo CO, Glicosideos
{min) {g) % g
30 85.0 0,003 0.002
60 170,0 0,007 0,005
90 2551 0021 0,014
120 3484 0,023 0,015
150 435,1 0,037 0,025
180 520.3 0,052 0,034
210 622,5 0,055 0,036
240 709.4 0,059 0,039
270 784.6 0,062 (0,041
300 876,6 0,070 0,046
330 977.3 0,074 0,049
360 10729 0,077 0,051
390 11562 0,080 0,053
420 1248 3 0,086 0,057
450 13353 0,095 0,063
480 14259 0,100 0,066
5310 1519,7 0,102 0,067
540 16068 0,105 0,069
570 1699,1 0,103 0,068
600 1792,9 0.114 0,075
630 1881,7 0,114 0,075
660 1975,5 0,115 0,076
690 2069 4 0,124 0,082
720 2161,8 0,122 0,081
0,12 -
010 .o
beod
55 0,08 et t
8 ¢
5 006 - !
8 **
S 004 ot
.
0021 4
(T — ; . . —
0 500 1000 1500 2000 2500

Diéxido de Carbono (2)
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Experimento 4: ExGI 4: 120 bar, 16°C e 9,55% molar de 4gua como co-solvente

Tempo Co, H,0 Glicosideos
(min) (g (g &) %
30 723 30 0,029 0042
60 1514 6,3 0,149 0.213
950 2325 96 0313 0.446
120 320,0 133 0,447 0,637
150 406,0 168 0,695 0,992
180 491 8 204 0,862 1,229
210 577.6 239 1,038 1.481
240 6064,8 2715 1,155 1,647
270 7484 31,0 1,274 1,817
300 833.9 345 1,454 2.074
330 921.0 38,1 1,560 2,225
360 10115 41,9 1.647 2,349
390 10998 45,5 1,736 2,475
420 1187.9 492 1,818 2,593
450 12694 52,6 1,914 2,729
480 1356,0 56,2 1,949 2,780
510 14409 59,7 1,991 2,839
5340 15275 63,3 2,021 2,883
570 16126 66,8 2,067 2,948
600 1697.8 70,3 2,089 2,979
630 17881 74,1 2121 3,049
660 1875,0 7717 2,162 3,146
690 1968.6 81,5 2,199 3211
720 2060.6 853 2263 3.376
25 T
! e .
20 P
.
e Lot
2 L5 Py
= ®
‘B *
810
B
05 - .
'y
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0 1000 1500 2000
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Experimento 5: ExGL 5: 120 bar, 30°C e 9,56% molar de mistura etanol:4gua

como co-solvente

145

Tempo  CO, Cosol Glicosideos
{min) (2 (g % g
30 83.5 64 0009 0,006
60 170.5 13,0 0022 0013
20 262.5 20,0 0,044 0,027
120 349.4 26,7 0,058 0,036
150 41,5 33,7 0076 0,046
180 5334 407 0,109 0,067
210 621,5 474 0125 0076
240 709.6 541 0141 0,086
270 T797.4 60,8 0,158 0.097
300 8869 677 0,170 0,104
330 976.5 74.5 0,199 0,122
360 1062,5 811 0216 0132
390 11498 87.7 0,241 0,147
424 1235,5 94 3 0,257 0,157
450 1326,2 101,2 0,293 €,179
480 14168, 1081 0308 0,188
510 15074 115,06 0,332 3.203
540 15978 1219 0,343 0,209
570 16933 1292 0,355 0,216
600 17802 1358 0366 0,223
630 1870,7 1427 0376 0229
660 19576 149,4 0,386 0,235
690 20447 156.0 0,395 0,241
720 21338 162 8 0,405 0,247
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Copitula 4: Extracicr doy Glicosideos - Apéndicey

Experimento 6: ExGl 6; 120 bar, 45°C e 9,60% molar de etanol como co-solvente

Tempo CQ,  Etanol Glicosideos
(min) & 4] % g

30 754 75 0004 0003
60 1609 161 0012 0007
90 2478 248 0018 0011
120 33,1 333 0,021 0,013
150 4249 425 0029 0018
180 5181 518 0,043 0,007
210 6097 610 0054 0034
240 6997 700 0066 0,041
270 7897 790 0,070 0043
300 8776 878 0082 0,051
330 962,6 963 0095 0,059
360 10541 1054 0,108 0,067
390 11456 1146 0,129 0,080
420 12319 1232 0132 0,094
450 13216 1322 0,163 0,101
480 14113 14,1 0,176 0,309
510 1498,9 1499 0,189  0,i17
540 15901 1590 0202 0125
570 16778 1678 0212 0,132
600 1770,7 177,10 0223 0,138
630 1862,1 1862 0232 0144
660 195L,9 1952 0240 0149
690 20399 2040 0247 0,153
720 21248 2125 0255 0,158
0,16
0,14 ..0‘
.
0,12 - .
C) o’
3 010 o*
é 0,08 - . ¢
S 0,06 1 A
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Experimento 7, ExGl 7: 200 bar, 16°C e 9,61% molar de mistura etanol:4gua

como co-solvente

Tempo  CG, Cosol Glicosideos
(min) (8 (8 % g
30 874 6,7 0,012 0,007
60 1763 13.4 0,044 0.027
94 2652 202 0,061 0,038
120 3592 274 0,076 0,047
150 448.1 342 0,098 0,061
180 5339 40,7 0,112 0,069
210 6249 477 0,129 0,080
240 7159 54.6 0,143 (088
270 8032 61,3 0,155 0,096
300 3943 68,2 0,169 0,105
330 980,3 74.8 0,183 0,113
360 10714 81,8 0194 0,120
390 1165.6 88,9 0,209 0,130
420 1254,7 93,7 0,225 0,140
450 13438 102,35 0,239 0,148
480 14313 109,2 0.252 0,156
510 15224 116,2 0,266 0,165
540 16084 1227 0,279 0,173
570 1697.6 1295 0,298 0,185
600 17853 136,2 0,323 0,200
630 1876,5 1432 0,337 0200
660 19642 149.9 0,349 0,216
690 2050,2 156,4 0,370 0,229
720 21377 163,1 0,390 0,242
025 -
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Experimento 9: ExGl 9: 200 bar, 45°C e 9,53% molar de agua como co-solvente

Tempo co, H,0 Glicosideos
(min) ) (g % g
30 81,8 3.4 0,011 0,007
60 168,5 7.0 0,090 0,055
90 251,7 10,4 0,129 0,080
120 3436 14,2 0,139 0,086
150 436.8 18,1 0,175 0,108
180 332.1 22,0 0,209 0,129
210 620,2 257 0,260 0,160
240) 701,7 290 0.291 0,179
270 788.3 326 0,323 0,199
300 876.4 363 0,339 0.209
330 966,6 40,0 0,363 0,224
360 1053,2 436 0,380 0,234
390 11398 472 0,410 0,253
420 12279 308 0422 0,260
450 13179 54.6 0,436 0,269
480 14079 58,3 0447 0,275
510 14979 62,0 0,464 0.286
340 1587.9 65,7 0,485 0,299
570 16778 69,5 0,501 0,309
600 17693 73,2 0,524 0,323
630 I860,8 77,0 0,539 0333
660 19488 80,7 0,558 0.344
690 20383 84,4 0,572 0,353
720 21290 38,1 0,591 0,364
040 -
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035 - Lot .
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Apéndice 4. 8:

Estatistica descritiva Jdos rendimentos massicos obtidos na

extraciio dos glicosideos da estévia utilizando mistura de fluidos

pressurizados
Média 0,613196129
Erro padréo 0,351153596
Mediana 0,340011287
Desvio padrao 1,053460787
Varidncia da amostra 1,109779629
Curtose 8,183552309
Assimetria 2,815300978
Intervalo 3,366603999
Minimo 0,01
Maximo 3,376603999
Soma 5,518765157
Contagem 9

Nivel de confiang¢a(95,0%)

0,809762167
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RESUMO

A analise sensorial dos extratos glicosidicos constitui a terceira parte desse trabalho.
Primeiramente foi constituido um corpo treinado de provadores através de uma selegdo dos
participantes. Essa equipe de provadores analisou a intensidade de dogura dos extratos
glicosidicos obtidos por extrago convencional a partir de folhas de estévia pré-tratadas
com CQO, pressurizado a 200 bar e 30°C, e folhas sem pré-tratamento. Encontrou-se que a
poténcias edulcorantes s3o iguais para os dois extratos, porém a percepcdo do sabor
residual foi maior no caso do extrato sem pré-tratamento.

Embora ndo tenha sido feita a anélise sensorial dos glicosideos obtidos com a
mistura de fluidos pressurizados, supde-se que a sua qualidade deve ser ainda maior, em
termos de uma menor percep¢io do sabor residual e uma maior percepgio da dogura,

devido a seu maior conteudo de rebaudiosideo A referido a seu teor de esteviosideo..

Palavras Chave: Estévia, Glicosideos, Extracdo Pressurizada, Extracdo Supercritica,

Andlise Sensorial
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5.1 Introducao

Desde que a extragdo dos glicosideos da estévia € dificultada por outras substéncias
quimicas contidas em suas folhas, ¢ muito importante o pré-tratamento das mesmas, como
uma primeira etapa do processo para se extrair os glicosideos diterpénicos das folhas da
estévia. Considerando-se que os processos convencionais de extragdo ndo conseguem
resolver o problema do sabor residual amargo do extrato da estévia, foram levantadas
algumas hipoteses para explicar-lho. De acordo com Phillips [1987], uma patente da Stevia
Company sugere que os Oleos essenciais volateis, taninos e flavondides contribuem aos
sabores desagradaveis associados com o extrato da estévia. Por outro lado, Soejarto e? al
[1983] sugerem que o gosto amargo provavelmente deve-se a lactonas sesquiterpénicas, e
Tsanava ef al [1991] reportaram que diminuindo as concentragdes de cariofileno e
espatulenol conseguiram minimizar o sabor e aroma amargo e levemente desagradavel do
extrato da estévia.

A extragio convencional desses glicosideos ¢ feita através de processos combinados
de extragio solido-liquido e liquido-liquido, porém os extratos glicosidicos obtidos
possuem um marcante sabor residual amargo, responsavel por muitas das restricdes a0 uso
da estévia. Existem muitas hipoteses para explicar esse sabor residual: Phillips [1987]
descreve que através de uma patente européia de 1985, a Stevia Company reporta que 0s
oleos essenciais, taninos e flavondides presentes nas folhas da estévia, contribuem para o
sabor desagradavel da estévia, enquanto Sogjarto ef al [1983] acreditam que as lactonas
sesquiterpénicas sio responsaveis por este sabor amargo. Por sua vez, Tsanava et al [1991]
sugerem que o cariofileno e o espatulenol contribuem decisivamente para o sabor
desagradavel dos produtos derivados da estévia, mas como bem lembra Phillips [1987], ndo
se deve esquecer que tanto o esteviosideo quanto o rebaudiosideo A tém sua cota de sabor
amargo, embora no caso desse ultimo seja significativamente menor que no primeiro.

A legislagdo brasileira permite a utilizagio de certos edulcorantes, naturais e
artificiais, com limites maximos que variam desde os 2g/100mL no caso do manitol para
bebidas dietéticas, até o uso ilimitado no caso do sorbitol para alimentos e bebidas

dietéticas e do manitol para alimentos dietéticos, passando pelo esteviosideo que em ambos
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os casos pode-se usar até 60 mg/100 mL ou 60 mg/100 g conforme o caso. Nos
edulcorantes artificiais tem-se desde a sacarina que pode ser utilizada até 30 mg/100 mL ou
30 mg/100 g para bebidas ou alimentos dietéticos, até os ciclamatos cujo limite € 130
mg/100 mL ou 130 mg/100 g para bebidas ou alimentos dietéticos, passando pelo
aspartame que tem como limite maximo 75 mg/100 ml ou 75 mg/100 g caso se esteja
preparando uma bebida ou um alimento dietético (ABIA, 1991). Essas quantidades
maximas permitidas correspondem a niveis de dogura diferentes dependendo da substincia
em avaliagio. E para se avaliar esses diferentes niveis de dogura, a analise sensorial ¢ uma
ferramenta muito importante.

Logo, o uso da analise sensorial para a determinagéo da intensidade de dogura dos
extratos das folhas da estévia obtidos por diferentes processos, permite avaliar a resposta de
uma populagio particular sobre o grau de aceitabilidade desses produtos obtidos se
seguindo caminhos diferentes. Os diversos trabalhos publicados sobre a intensidade da
dogura dos glicosideos da estévia concordam que o esteviosideo é cerca de 300 vezes mais
doce que a sacarose a uma concentragio do 0,4%; 150 vezes quando a concentragiio é de
4%, e 100 vezes quando a solugdo de sacarose € de 10%. O rebaudiosideo A de 250 a 400
vezes, o rebauedisidio B de 300 a 350 vezes, o rebaudiosidec C de 50 a 120 vezes, o
rebaudiosideo D de 250 a 450 vezes, o rebaudiosideo E de 150 a 300 vezes, € o dulcosideo
A de 50 a 120 vezes mais doce [Goto, 1997].

Para que um adogante possa ser utilizado como substituto da sacarose, € preciso
antes se gonhecer as concentragSes dos adogantes a serem utilizados e suas doguras
equivalentes em sacarose. Cardello [1996] cita rapidamente os métodos mais usados para
determinar a equivaléncia de dogura de um adogante: limiar absoluto, comparagio pareada,
variagdes do método do estimulo constante e o método muito utilizado de estimagiio da
magnitude € representaciio grafica dos resultados através da lei de Stevens ou “power
function” de Stone & Oliver [1969]. Esse método de estimagiio de magnitude possibilita a
medida quantitativa direta da intensidade de dogura subjetiva. Nesse método, provadores
selectonados através da sua capacidade de discriminar amostras sfo treinados para
compararem 0s padrdes de dogura € a informagdo que proporcionem é processada via
fichas especificas para coletar a informagéo. Segundo Stone & Oliver [1969], os provadores

devem receber uma amostra de referéncia com uma intensidade designada com um valor
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arbitrario, por exemplo 100, seguida por uma série de amostras aleatorizadas, com
intensidades maiores ou menores que a referéncia. Os provadores deverfo estimar a
intensidade de dogura das amostras desconhecidas.

Cardello [1996] citando a Moskowitz [1970] lembra que o principio de estimacéo de
magnitude, ou fungdo de poténcia, proporciona diversas ferramentas importantes para a
avaliacio de alimentos através da analise sensorial, Bastante ilustrativa é a analogia fisica
da temperatura: no intervalo entre 40 e 80°C existem 40 graus de diferenga de temperatura,
entretanto, 80°C ndo é percebido sensorialmente como tendo o dobro do aquecimento de
40°C; similarmente o dobro de uma determinada quantidade de sacarose ou cloreto de
sodio, ndo vio produzir a sua percepglo em dobro, precisando quantificar estas medidas da
forma como elas sdo percebidas sensorialmente.

Baseado no descrito acima, este trabalho estudou o efeito da extragio com CO;

pressurizado na dogura do extrato glicosidico da estévia

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Material ntilizado

A analise sensorial dos extratos obtidos da estévia foi realizada no Laboraténio de
Anélise Sensorial do Departamento de Nutrigio da FEA, dotado de cabines individuais para
a realizacdo dos testes. A sacarose e a cafeina utilizadas na selecdo da equipe de
provadores, bem como os recipientes necessarios para todos os testes, foi de uso do
Laboratério. As amostras avaliadas foram extratos obtidos usando técnicas de extragdo
convencional a partir de folhas de estévia pré-iratadas com dioxido de carbono pressurizado
e de folhas sem pré-tratamento. As amostras foram apresentadas em béqueres de vidro com
capacidade para 50 mL e os testes foram realizados na temperatura ambiente nos meses de
outubro a dezembro. O candidato a provador foi instruido a lavar a boca com agua filtrada

entre uma amostra ¢ outra.

Para a sele¢io da equipe de provadores foram convidados funcionarios e pos-

graduandos do Departamento de Engenharia de Alimentos.
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3.2.2 Seleciio da equipe de provadores

Através do método da ordenagdo, os provadores foram escolhidos a partir de um
grupo de 15 candidatos, usando-se trés solugdes de sacarose (1,0; 2,0; e 3,0% m/v) e trés
solugbes de cafeina (0,035, 0,07, 0,14% m/v) recomendadas pela ASTM [1981], de
maneira a se treinar o painel para identificar intensidades de amargor e docura. Cada
provador testou 6 amostras (as trés de sacarose e as trés de cafeina) completamente
casualisadas com duas repeti¢des cada, e foi instruido a separar inicialmente as solu¢des
doces das amargas, depois ordenar as primeiras, e finalmente as segundas (Apéndice 5. 1).
As repetigBes foram feitas em dias diferentes ou em horarios da manhd e da tarde. O
candidato a provador foi instruido a lavar a boca com agua filtrada entre uma amostra e

outra.

5.2.3 Avalia¢do das amostras

A medida da dogura relativa dos extratos glicosidicos das folhas da estévia foi
realizada de acordo com o método de estimagio de magnitude [Stone & Oliver, 19691, o

qual proporciona a medida quantitativa direta da intensidade subjetiva de dogura.

Foram preparadas 5 solugdes aquosas dos extraios glicosidicos com as seguintes
concentragoes: 0,0078%; 0,0125%; 0,0200%; 0,0320%; e 0,0500% (gramas de glicosideos
completadas a 100 mL de agua filtrada). A amostra de referéncia foi uma solugio de
sacarose 3%. A ficha utilizada est4 no Apéndice 5. 2. . As amostras foram apresentadas em
béqueres de vidro com capacidade para 50 mL e os testes foram realizados na temperatura

ambiente dos meses de outubro a dezembro.

Os provadores foram informados que receberiam uma série de 5 amostras
codificadas com niimeros de trés digitos, com uma referéncia em evidéncia marcada com a
letra R, que receberia o valor arbitrario de dogura 100, seguido por uma série de amostras
ordenadas ao acaso, que poderiam ter intensidades de dogura maiores ou menores que a da
referéncia. Foi pedido a eles que estimassem a intensidade de dogura das amostras

desconhecidas, relativamente a referéncia. Por exemplo um valor de 200 indicaria que a
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amostra era duas vezes mais doce que a referéncia, enquanto um valor de 50 indicaria que a

intensidade de dogura dessa amostra € s& a metade da referéncia, e assim por diante.
5.2.4 Equivaléncia de do¢ura

As magnitudes de intensidade de dogura foram representadas, logaritmicamente em
fungio das concentragdes utilizadas. Para se estimar os valores das magnitudes de dogura
foi seguido o seguinte procedimento':

A partir da informagdo proporcionada pelo painel de provadores, calcula-se a média
geométrica para cada provador em cada concentragdo utilizada. A seguir normalizam-se os
dados dos provadores utilizando a média geométrica respectiva. Os logaritmos comuns
desses valores normalizados sio plotados em fungdio do logaritmo das concentragbes
utilizadas para se determinar a fungo de poténcia.

Segundo Moskowitz [1970] citado por Cardello [1996], as curvas tem que

corresponder a uma fungdo de poténcia do tipo:

S =aC™ .1

onde S é a sensagdo percebida, C ¢ a concentrago do estimulo, a e n sdo pardmetros do
modelo.

Apds se determinar as fungbes de poténeia, estima-se o estimulo sensorial (S) de
dogura da amostra de referéncia (sacarose a 3% neste caso) na equagio (5. 1) determinada.
Este valor é substituido na equagiio para os extratos glicosidicos da estévia, tendo C como
variavel dependente, obtendo-se como resultado a concentragdo dos extratos equivalente 4
dogura da amostra de referéncia. Segundo Cardello [1996], a fungéo de poténcia da solugio

de sacarose a 3%, utilizada como amostra de referéncia, €:

! Cardello, HM.A.B. {Departamento de Alimentos e Nutrigio / Faculdade de de Ciéncias Farmacéuticas / UNESP /
Araraquara) Comunicagao pessoal, 1999
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S =0,1798CH*" (5.2)

Logo, o estimulo sensorial de dogura da sacarose a 3% &

S=0,1798(3)"*" =0,994862 (5.3)
Consequentemente,
C=0,0198

A poténcia edulcorante dos extratos, definida como o numero de vezes que € mais
doce que a amostra de referéncia, ¢ calculada dividindo-se a concentragio de sacarose em
que se estd avaliando a equivaléncia de dogura (3% neste caso) pelo valor da concentragio

calculada para o extrato glicosidico.

8.3 Resultados e discussdes

5.3.1 Equipe de provadores

Nove dos quinze candidatos acertaram nas trés vezes que testaram as seis solugdes,
e foram selecionados como provadores para as cinco solugdes aquosas dos glicosideos da
estévia extraidos convencionalmente a partir de folhas pré-tratadas com CO; a 200 bar e
30°C, e de folhas sem pré-iratamento. Cinco dos nove provadores comunicaram por escrito
na Ficha de avaliagdo respectiva e dois deles comunicaram verbalmente, a percepgio muito
maior do sabor residual no extrato obtido a partir de folhas de estévia sem o pré-tratamento

com didxido de carbono pressurizado.

160



Coapitule 5: Efeiler do Pré-tratumento naPercepebo Sengovial

5.3.2 Equivaléncia de dogura

A Figura 5. 1 apresenta a resposta da equipe de provadores versus as concentragdes
utilizadas, ¢ a Figura 5, 2 apresenta o comportamento do logaritmo dos valores
normalizados da magnitude de dogura dos dois tipos de extratos glicosidicos da estévia em
funcio do logaritmo da concentragio (informagio mais detathada no Apéndice 5. 1).

Observa-se da Figura 5. 1 e da Figura 5, 2, que existe uma melhor correlagio entre
a sensacdo de dogura percebida pelo painel de provadores no caso do extrato glicosidico
obtido a partir de folhas de estévia pré-tratadas com CO, pressurizado (* = 0,99), enquanto
que para o caso dos extratos glicosidicos obtidos da estévia sem pré-tratamento obtém-se
=0,92.

Essa diferenca na correlagio pode ser justificada pela redugfio do sabor residual que
normalmente encobre o gosto doce dos extratos da estévia. Ele ¢ menos pronunciado no
caso do extrato glicosidico obtido da estévia pré-tratada com CO; pressurizado, como foi
reportado por sete dos nove provadores, o que ¢ valido pois durante o pré-tratamento foram
extraidas muitas substincias que segundo a literatura contribuem para aumentar o sabor
residual dos extratos da estévia [Pasquel ef al, 1999, Tsanava ef al, 1991; Phillips, 1987 e
Kinghorn & Soejarto, 1985].
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Figura 5. 1: Sensagio percebida pelo painel em fungdo da concentracio de extrato
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Figura 5. 2: Relagdo entre intensidade de dogura e concentragio do extrato

Essa diferenga na correlagdo porém nfio significa uma maior poténcia edulcorante,

como se cbserva na Tabela 5. 1.
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Tabela 5. 1: Poténcia edulcorante e concentragdo equivalente a sacarose 3% dos extratos

glicosidicos da estévia

Concentragio Equivalente  Poténcia Edulcorante

Extrato sem Pré-tratamento 0,0198 151
Extrato com Pré-tratamento 0,0198 151

As poténcias edulcorantes encontrada nesse trabalho sdo da mesma ordem dos

valores encontrados por Cardello [1996] que utilizou a mesma metodologia de medigéo.

5.4 Conclusdes

Os extratos glicosidicos da estévia sdo 151 vezes mais doce que a solugio de sacarose
a 3%, e ndo existe efeito do pré-tratamento com dioxido pressurizado na poténcia
edulcorante dos extratos.

Sete dos nove provadores do painel mostraram uma maior percepgdo do sabor
residual caracteristico dos extratos glicosidicos da estévia para o caso do produto obtido

com matéria prima sem o pré-tratamento com diéxido de carbono pressurizado.
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Apéndice 5. 1: Ficha utilizada na sele¢iio dos provadores

Nome: Data:

Vocé esti recebendo seis solugbes aquosas, algumas de gosto doce e algumas de gosto
amargo. Inicialmente separe as solugdes doces das amargas. Em seguida ordene as solugdes
doces em ordem crescente de dogura. Finalmente, ordene as solugdes amargas em ordem

crescente de amargor.

Solugdes doces —

- doce + doce

Solugdes amargas = =--——----—----

- amarga + amarga
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Apéndice 5. 2: Ficha utilizada para se avaliar a intensidade de do¢ura de uma

amosira

Nome; Data;

Prove primeiramente a amostra referéncia (R), e assinale o valor 100 para a intensidade
de dogura dessa amostra. Em seguida avalie a intensidade de dogura de cada amostra
codificada em relagdo & amostra referéncia (R). Por exemplo, se a amostra codificada for 2
vezes mais doce que a amostra R, dé 4 amostra codificada o valor 200, se for 2 vezes menos

doce, dé o valor 50, ¢ assim por diante.
Amostra Magnitunde

R 100
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Apéndice 5, 3: Intensidade de docura em func¢iio da concentraciio dos extratos

Concentragio (% m/v)

Sem Pré-Tratamento Com Pré-Tratamento
Provadores
Selecionados 0.0078 | o.o1z§| 0.0200] 0.6320] 0.0500 | 0.0078 | 0.012§| 0.0200 | 0.0320 | 0.6500
Intensidade de dogura Intensidade de dogura
1 10 5 30 40 . 60 10 20 40 140 200
2 50 50 30 20 50 40 50 50 100 150
3 20 20 0 20 60 10 30 20 50 200
4 1 50 50 200 50 30 50 200 200 300
5 50 25 200 20 .50 25 25 S0 200 200
6 50 25 33 150 200 25 66 33 90 100
7 10 20 5 100 200 10 0 100 100 150
8 40 50 70 75 80 40 50 70 120 130
9 30 . 20 50 60 70 20 . 30 50 50 100
MEDIA 30 29 60 83 91 20 47 68 117 170
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CAPITULO 6

CONCLUSOES GERAIS E RECOMENDACOES

6.1 Conclusbes

A percepgio sensorial do sabor residual no extrato glicosidico da estévia, obtido por
métodos convencionais, ¢ menor quando se utiliza como matéria prima folhas pré-tratadas
com dioxido de carbono pressurizado

O pré-tratamento das folhas da estévia com diéxido de carbono pressurizado
mostrou-se mais efetivo a 200 bar, 30°C e uma vazdo do solvente de aproximadamente 2,9
g/min.

A extracdo dos glicosideos a partir de folhas pré-tratadas com CO pressurizado,
usando misturas pressurizadas de COs/agua a 120 bar, 16°C e 3 g/min, apresentou um
rendimento massico de aproximadamente 50% maior, em relagdo aos extratos obtidos por
técnicas de extragdo convencional.

O extrato glicosidico obtido com a mistura pressurizada de CO»/dgua apresentou
uma maior concentragiio relativa de rebaudiosideo A, o que faz supor que a percepgdo no
sabor residual nesses extratos deve ser muito menor.

A 4gua como co-solvente € a que proporcionou maiores rendimentos massicos de
extrato glicosidico, em todas as condigdes de pressdo e temperatura testados, em relacdo ao
uso de etanal e de misturas dessas duas substancias.

Na etapa de pré-tratamento das folhas da estévia com CO; a 200 bar, 30°C e 2,9
g/min, mais do 63% do extrato foi extraido durante o periodo de taxa de extragio constante,
0 que mostra a importincia desse periodo no processo e, evidéncia a abundincia dos
solutos na parte externa das particulas solidas, o que pode ser explicado como uma

conseqiiéncia da trituragfio das folhas antes da extragéo.
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Na mesma linha de raciocinio da abundincia dos solutos de facil extragdo na
superficie das particulas solidas que conformam o leito, observa-se que a convecgio natural
¢ muito importante no processo de pré-tratamento, referida 4 conveccdo forcada, como
mostra o elevado nimero da razio Gi/Re’

Quarenta e dois por cento dos constituintes do extrato obtido durante o pré-
tratamento foram identificados usando-se técnicas de cromatografia gasosa e
espectrometria de massas.

A fragdo conhecida de substincias foi utilizada para estimar-se a principais
propriedades do extrato como uma pseudo substincia pura, com a finalidade de se estimar a
solubilidade e os coeficientes de transferéncia de massa na fase fluida e na fase sélida.

A modelagem do pre-tratamento usando o modelo de Lack, mostrou que os dados
experimentais sdo melhor representados quando a solubilidade ndo ¢ ajustada pelo proprio

modelo.

6.2  Recomendagdes para Trabalhos Futuros

Estudar um maior intervalo de pressdes e temperaturas durante a etapa do pré-
tratamento das folhas da estévia, com didxido de carbono pressurizado.
Aprofundar as pesquisas de extragéio dos glicosideos da estévia, usando agua como
_ co-solvente, a partir de folhas pré-tratadas com diéxido de carbono pressurizado.

Estudar o efeito da pressio na estabilidade dos glicosideos da estévia.
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