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CLARIFICAGAO DO EXTRATO AQUOSO DE STEVIA REBAUDIANA (BERT.) BERTONI, UTILIZANDO
POLIMERO NATURAL EXTRAIDO DA MORINGA OLEIFERA

Mariane Fernandes Maioral',Paula Gimenez Milani®, Heloisa Vialle Pereira®, Paula Moro*, Antonio Sérgio
Dacome”, Silvio Claudio da Costa®.

RESUMO:O objetivo deste trabalho foi a clarificacdo do extrato aquoso de Stevia rebaudiana usando polimeros
naturais extraidos da Moringa oleifera usada portanto como floculante natural. Os polieletrdlitos da Moringa
oleifera foram extraidos a partir de solugéo salina e agua, e a seguir purificados por didlise e deslipidificagdo com
acetona. Avaliou-se a percentagem de despigmentacdo, velocidade de decantacdo e teor de adocantes nas
amostras analisadas. O extrato clarificado foi obtido de ensaios de decantagdo em um Jar Test. A clarificacdo do
chéa foi nitidamente observada, sendo que o polimero obtido a partir de solucdo salina apresentou melhores
resultados de despigmentacao. O teor final de adocantes ndo foi comprometido.
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1 INTRODUCAO

O extrato concentrado da planta Stevia rebaudiana possui edulcorantes naturais e ndo caléricos que
podem ser consumidos por qualquer individuo (CARVALHO, 2013). Os principais consumidores séo diabéticos,
individuos acima do peso ou obesos. Podem ser citados cinco principais glicosideos presentes nas folhas da
Stevia rebaudiana Bertoni, sendo eles, esteviosideo, rebaudiosideo A, rebaudiosideo C, dulcosideo, e
esteviolbiosideo (DACOME et al., 2005).

A clarificagdo é uma etapa essencial no processo de extracdo dos glicosideos da Stevia rebaudiana, pois
€ neste processo que a qualidade visual do produto € atingida. A clarificacdo de extratos de estévia utiliza o
processo de decantacdo para reduzir o sabor amargo predominante e a colora¢é@o escura (BUNHAK et al., 2004).
As impurezas encontradas no extrato sdo principalmente compostas por pigmentos organicos e sais inorganicos.

O objetivo do presente estudo foi a realizacdo da clarificacdo do extrato aquoso da Stevia rebaudiana
utilizando polimeros naturais obtidos da Moringa oleifera na etapa de floculacéo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 EXTRACAO DO COMPONENTE ATIVO DA SEMENTE DE MORINGA OLEIFERA

A semente foi triturada, de forma a obter-se um material homogéneo. Duas formas de extracdo foram
feitas obtendo-se assim dois polimeros diferentes (A e B). Misturou-se 10g de semente triturada com 1L de
solucdo 1M de NaCl. A suspensdao foi agitada por 10 minutos a uma velocidade baixa com agitador magnético, e a
sequir, foi filtrada. Para purificacdo do principio ativo fez-se uma diélise do filtrado por 24 horas, obtendo-se assim
um precipitado branco. Esse precipitado foi separado a partir de centrifugacdo e entdo lavado com &gua
deionizada duas vezes. A deslipidificagdo foi feita usando-se acetona. Para isso 500 mL de acetona foi adicionado
ao precipitado obtido e 0 mesmo foi separado por filtragcéo.

O segundo procedimento de extracéo foi feito com agua deionizada. Uma quantidade de 10g de semente
foi triturada com 1L de agua deionizada. A suspenséo foi agitada por 10 minutos utilizando um agitador magnético
e a segquir, filtrada. O filtrado foi submetido a uma didlise por 24 horas, e novamente submetido a uma filtrac&o.
Por fim, o material resultante foi lavado com acetona para sua deslipidificacdo e filtrado, obtendo-se assim o
polieletrélito.

Todas as analises dos componentes ativos foram realizadas no Nicleo de Estudos em Produtos Naturais
(NEPRON), na Universidade Estadual de Maringa. Os teores de proteinas sollveis foram determinados por meio
do método Bradford (BRADFORD, 1976) e os carboidratos totais foram quantificados pelo método fenél-sulfurico
de Dubois (DUBOIS et al., 1956).
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2.2 OBTENGAO DO EXTRATO AQUOSO DE STEVIA REBAUDIANA

Foram realizadas dois tipos de extrac6es dos adocantes: a frio e a quente. Nas duas extracBes usou-se
8509 de folhas trituradas de Stevia rebaudiana UEM-320 e 7L de agua destilada. O processo de extragdo deu-se
por percolagdo. No caso da extracdo a quente, esperou-se iniciar fervura e aguardou-se 30min para uma extracao
mais eficaz. Apos esse periodo o sistema folhas de estévia e dgua permaneceram em contato por mais 30
minutos. O procedimento foi feito por duas vezes para garantir uma melhor extracdo dos adocantes.

3 TESTE DE CLARIFICACAO
3.1 CURVA DE PH

Para determinacdo do ponto de menor estabilidade do extrato aquoso de Stevia, fez-se uma curva de pH
para os dois extratos obtidos ( a frio e a quente). Para tal, foi tracada uma curva de uma solugéo 20% de Ca(OH),,
com pH vaiando de 5 a 13.

3.2 TESTE DE COAGULACAO E FLOCULACAO

Um sistema Jar Teste foi utilizado para avaliar a coagulagéo/floculagdo. O Ca(OH), foi adicionado ao cha
(300ml de extrato) para ajuste de pH (9,3) e para promover a desestabilizacdo das particulas. O cha com Ca(OH),
foi agitado a 150 rpm por 1 minuto. Em seguida, os componentes ativos (A e B) da moringa foram adicionados e a
velocidade de mistura foi reduzida para 30 rpm durante 30 min. O extrato clarificado foi obtido por meio da
decantagdo de 30 minutos. Apds os tratamentos com os polimeros e posterior decantagcdo, as amostras
clarificadas foram analisadas a 420 e 670 nm para analise de cor e turbidez respectivamente.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey (p <
0,05) e tratados com o software SAS (Statistical Analysis System) (2006) versédo 9.1.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A extracao do polieletrdlito com sal apresentou um rendimento de extracdo de 3%, enquanto o método de
extragdo com agua apresentou rendimento de 40%.

O processo de purificagdo dos polimeros obtidos resultou em um aumento consideravel dos principios
ativo de ambos. Os resultados dos experimentos realizados com os polimeros A e B estdo representados na
Tabela 1. Esses resultados estdo de acordo com os estudos descritos por OKUDA, 1999. Devido a
deslipidificacao feita com acetona, nenhum dos polimeros apresentou lipideos em sua composicao.

Os resultados da clarificacdo do extrato de estévia a frio com hidréxido de célcio indicaram que o valor
maximo de absorbancia foi obtido com o pH 10, para os dois comprimentos de onda analisados (420 e 670 nm).
Esse valor de pH caracteriza o ponto isoelétrico do coagulo, ou seja, o ponto de instabilidade maxima das
particulas. Isso foi comprovado pelos elevados valores de absorb&ncia nos dois comprimentos de onda utilizados
e por isso os polimeros naturais foram adicionados nesse momento da andlise. O hidroxido de célcio apenas
desestabilizou a solucdo para uma melhor eficacia da posterior floculagéo.

Tabela 1.Andlise fisico-quimica de carboidratos totais e proteinas dos polimeros da Moringa oleifera extraidos
com 4gua e solucéo salina

Analise (%) Extracdo com Agua Extracdo com salina
Carboidratos Totais 8,50 £ 0,01 4,20 £ 0,02
Proteinas 90,09 +0,01 10,80 £ 0,02
Polieletrolito organico 0,00 + 0,01 85,00 + 0,05
Outros 0,60 + 0,04 0,00 + 0,01

Fonte: O Autor

Para otimizar a extragdo dos glicosideos, o processo foi realizado a quente. O brix obtido no extrato obtido
a quente foi 5, portanto maior que o da a extracdo a frio (brix 10). Os resultados mostraram que o ponto de
instabilidade maxima para o extrato obtido a quente é atingido em um pH menor que para o extrato obtido a frio,
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quantidades inferiores de hidréxido de calcio sdo necessarias para coagulacdo do extrato de estévia, assegurando
ainda mais a qualidade do produto final. O extrato bruto de Stevia rebaudiana obtido por extragdo a quente, foi
tratado com os polimeros naturais extraidos da Moringa oleifera. O polimero extraido com solugdo salina forneceu
uma maior porcentagem de despigmentacao observada principalmente a 670 nm. Isso foi verificado em trabalhos
usando esse polieletrélito natural no tratamento de dgua. OKUDA, 1999 cita que a extragdo do polimero com sal
melhora a eficiéncia do tratamento. O aumento da concentracdo dos polimeros foi diretamente proporcional a
despigmentacao. Concentracdes menores de polimero obtido com solugdo salina fornecem melhores resultados
se comparados com concentracdes maiores do polimero extraido com agua.

O valor de despigmentacao encontrado utilizando o polieletrélito da Moringa oleifera extraido com
sal no comprimento de onda de 670nm foi mostrado na figura 1. A 63,51% a 50ppm e 80, 84% a 100ppm a
remocao da turbidez foi bastante eficiente. O cha de estévia nao clarificado (ndo tratado com os polimeros)
apresentou um teor de adocantes de 11,77%. Enquanto que os chas tratados ndo sofreram reducéo consideravel
de adocantes.
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(*) indicam diferengas significativas a nivel de 5% pela analise de variancia a cada.

Figura 1 - % de despigmentacdo a 670nm do extrato aquoso de Stevia utilizando polimeros naturais extraidos
da Moringa oleifera.

5 CONCLUSAO

A extracdo do ch& das folhas de Stevia rebaudiana a frio proporcionou a desestabilizacdo das particulas
em um pH superior que a extracdo a quente, sendo assim este apresentou melhores resultados na aplicacdo dos
polimeros naturais da Moringa oleifera. Em relagdo a extragdo do polieletrélito o processo foi mais eficiente na
extracdo com 4gua. Os polimeros extraidos (A e B) sdo diferentes, sendo que o primeiro tem como componente
ativo a proteina. No entanto, a clarificacdo do extrato de estévia foi mais eficiente com o polimero B. A clarificacdo
usando os polimeros naturais foi bastante eficaz, e ndo alterou significativamente a porcentagem de adogantes do
extrato original, sendo possivel manter, portanto as caracteristicas naturais dos adogantes de estévia. Apresentar
as principais conclusfes, destacando o progresso e as aplicacdes que a pesquisa propicia. Enfatizar as limitacdes
que persistem, apresentando, sempre que apropriado, sugestdes para trabalhos futuros.

REFERENCIAS

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of proteins utilizing
the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, v.72, p. 248-254, 1976.

CARVALHO, A.C.G.; OLIVEIRA, R.C.G.; NAVACCHI, M.F.P.; COSTA, C.E. M.; MANTOVANI, D.; DACOME, AS.;
SEIXAS, F.A.V.; COSTA, S. Evolution of the potencial use of rebaudioside-A as sweetener for diet jam. Food
Science and Technology, v. 33, n. 3, p. 555-560, 2013.

BUNHAK, E.J.; MENDES, E.S.; PEREIRA, N.C.; COSTA, S.C. Avaliacédo do efeito do polieletrolito anidénico na
clarificacdo do extrato aquoso de Stevia rebaudiana. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.24, n.4, Campinas, p.
587-590, 2004.

IX EPCC - Encontro Internacional de Producéo Cientifica UniCesumar
03 a 06 de novembro de 2015 “1s it
Maringa — Parana — Brasil @’-’ UniCesumar



Anais Eletrénico

IX EPCC - Encontro Internacional de Produgéo Cientifica UniCesumar
Nov. 2015, n. 9, p. 4-8

ISBN 978-85-8084-996-7

DACOME, A.S.; SILVA, C.C.; COSTA, C.E.M.; FONTANA, J.D.; ADELMANN, J.; COSTA, S.C. Sweet diterpenic
glycosides balance of a new cultivar of Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni: Isolation and quantitative distribution by
chromatographic, spectroscopic, and eletrophoretic methods. Process Biochemistry, v. 40, p. 3587-3594, 2005.

DUBOIS M., GILLES K.A., HAMILTON J.K., REBERS P.A, SMITH F. Colorimetric method for determination of
sugar related substances. Analytical Chemistry, v.58, p. 350-356, 1956.

OKUDA, T.; BAES, A.U.; NISHIJIMA, W.; OKADA, M. Improvement of Extraction Method of Coagulation Active
Components from Moringa Oleifera Seed, Water Resources, v. 33, n. 15, p. 3373-3378, 1999.

IX EPCC - Encontro Internacional de Producéo Cientifica UniCesumar
03 a 06 de novembro de 2015 P
Maringa — Parana — Brasil k@, UniCesumar



