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RESUMO

PATRICIO, Pamela da Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Agosto de 2012.
Extracdo e purificacdo de antocianina utilizando sistemas aquosos bifasicos.
Orientadora: Maria do Carmo Hespanhol da Silva. Coorientadores: Luis Henrique
Mendes da Silva e Ana Clarissa dos Santos Pires.

As antocianinas tém se destacado como corante natural na industria alimenticia e
cosmética. Além disso, o consumo regular deste corante estd associado a possiveis
beneficios a salde humana despertando interesse na inddstria farmacéutica e de
alimentos. As técnicas utilizadas para obtengdo deste corante implicam na co-extracéo
de substancias indesejadas que podem comprometer sua qualidade, por isso, é essencial
uma etapa de purificacdo destes compostos antes da sua aplicacdo. A forma usual de
purifica-los € através da extracdo liquido-liquido que emprega solventes organicos que
podem ser prejudiciais a0 homem e ao ambiente. Uma alternativa promissora e
ambientalmente segura para substituir esta técnica sdo os sistemas aquosos bifasicos
(SABs). Eles sdo constituidos majoritariamente por agua e os demais componentes sdo
atoxicos, biodegradaveis e economicamente viaveis. Os sistemas estudados eram
formados pela mistura de uma solucdo polimérica (PEO1500, PEO10000, PEO35000
ou PPO400) e uma solucdo salina (LiSO4, NaySOs, MgSO4; ou (NH;).SO,) sob
condicdes termodinamicas especificas de temperatura, pressdo e composicdo. Neste
trabalho foi investigado o comportamento de particdo do corante natural antocianina em
diferentes SABs para elucidar os fatores que regem essa particdo e propor um novo
método de purificacdo do corante. Para isso, analisou-se o efeito do comprimento da
linha de amarracdo (CLA), natureza do eletrolito, massa molar e hidrofobicidade do
polimero sobre os valores de coeficiente de particdo das antocianinas (Ka). Verificou-se
que o fendbmeno de particdo é dependente dos valores de CLA, natureza do eletrélito e
hidrofobicidade do polimero. Os sistemas constituidos por Li,SO4 ou Na,SO,4 ndo foram
afetados pela variacdo da massa molar do polimero. Os valores de Ka variaram de 1,1 a
89,2, indicando que as moléculas do corante concentraram-se preferencialmente na fase
rica em polimero. Este processo de transferéncia do corante para a fase superior foi

espontaneo para todos os sistemas analisados (A,,..G <0) devido a um balanco de

trans

fatores entrdpicos e entalpicos.
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ABSTRACT

PATRICIO, Pamela da Rocha M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August of 2012.
Extraction and purification of anthocyanin using aqueous two-phase systems.
Adviser: Maria do Carmo Hespanhol da Silva. Co-Advisers: Luis Henrique Mendes da
Silva and Ana Clarissa dos Santos Pires.

Anthocyanins have been highlighted as a natural colorant in food and cosmetic
industries. Furthermore, regular consumption of anthocyanins is associated with
probable benefits to human health attracting interest in the pharmaceutical industry. The
techniques used to obtain this dye involve the co-extraction of unwanted substances
which may compromise its quality, so, it is essential one step of purification of these
compounds prior to their application. A common manner to purify them is through the
liquid-liquid extraction that uses organics solvents that can be harmful to humans and
the environment. A promising alternative environmentally safe to replace this technique
are the aqueous two-phase systems (ATPS). They are composed mainly by water and
the others components are nontoxic, biodegradable and inexpensive. The studied
systems were formed by mixing a polymer solution (PEO1500, PEO10000, PEO35000
or PPO400) and an electrolyte solution (Li,SO4, Na;SO4, MgSO4 or (NH,4),SO,) at
specific thermodynamic conditions of temperature, pressure and composition. In this
study the partition behavior of the natural dye anthocyanin in several ATPS was
investigated to elucidate the factors that govern the partition and propose a new method
of purification of the colorant. So, the effect of tie-line length (TLL), nature of the
electrolyte, molar mass and hydrophobicity of the polymer on the partition coefficients
of the anthocyanins (Ka) were examined. It was verified that the phenomenon of
partitioning is dependent of TLL values, electrolyte nature and hydrophobicity of the
polymer. The system composed of Li, SO, and Na,SO, were not affected by the
variation of polymer molar mass. The Ka values ranged from 1.1 to 89.2, indicating that
the dye molecules are preferentially concentrated in the polymer-rich phase. The dye-

transfer process, was spontaneous for all studied systems (A,,...G <0) due a balance of

trans

enthalpic and entropic contributions.
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Capitulo 1

Revisdo de Literatura

1. Introdugéo

O questionamento da populacdo em relagdo ao impacto exercido por corantes
sintéticos a salde humana levou nos ultimos anos a redugdo do numero de corantes
permitidos no preparo de alimentos como aditivo alimentar. Assim, o interesse em corantes
naturais tem aumentado como consequiéncia das a¢des normativas, mas também da exigéncia
dos consumidores por alimentos mais saudaveis [1]. Por esse motivo, o estudo de corantes
naturais € uma area ampla e ativa de investigacdo devido ao interesse de substituir corantes
com efeitos toxicos em humanos [2].

Para o corante natural ter uma boa aceitagdo no mercado, além de ndo ser prejudicial a
salde este deve conferir uma boa aparéncia ao produto. De acordo com a resolucdo n° 34, de
nove de marco de 2001, aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
que versa sobre o uso de aditivos em alimentos industrializados, o corante natural antocianina
pode ser livremente utilizado no Brasil, ndo possuindo limite maximo para aplicacdo em
alimentos [3]. Este corante também se destaca por promover cores atraentes a frutas, flores e
legumes como laranja, violeta, pdrpura, vermelho e azul despertando interesse em diferentes
setores industriais [4,5]. Além dos atributos de cor, o interesse em antocianinas deve-se ao
fato do mesmo possivelmente ser um aditivo alimentar funcional [2,6,7].

Todavia, a aplicagdo das antocianinas é limitada, pois sdo altamente instaveis e
facilmente alteradas por fatores como temperatura, pH, concentracdo do corante, presenca de

oxigénio, luz, enzimas, &cido ascorbico, acucares, sulfitos e sulfatos, estrutura quimica,



copigmentos, ions metalicos, entre outros fatores [1,2]. Outro entrave para 0 emprego deste

corante é a dificuldade envolvida na sua purificacao.

1.1 Estrutura das antocianinas

As antocianinas (do grego anthos uma flor, e kianos azul escuro) constituem o maior e
mais importante grupo de pigmentos hidrossoltveis encontrado em plantas vasculares na
natureza. Pertencem a classe dos flavonodides e, portanto possuem como estrutura basica o
esqueleto C6-C3-C6 [7,8]. Estes pigmentos sdo derivados poliidroxi e polymetoxi
glicosilados do cation flavilium (grupo aglicona) (Figura 1) que contém ligacGes duplas
conjugadas responsaveis pela absorcdo de luz em torno de 500 nm e consequentemente pela

cor tipica desses pigmentos [1,2]

Figura 1. Estrutura basica do cétion flavilium

As agliconas ou cation flavilium também sdo conhecidos como antocianidinas, as
quais sdo penta (3, 5, 7, 3’, 4’) ou hexa substituidas (3, 5, 7, 3', 4, 5) [1]. Quando as
antocianidinas sdo encontradas ligadas a um agucar elas sdo conhecidas como antocianinas

[2]. Assim, essas variagdes na estrutura das antocianidinas sdo responsaveis pela existéncia de



aproximadamente 600 tipos de antocianinas [8]. A estrutura das antocianidinas mais

importantes € apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Principais antocianidinas encontradas na natureza

Antocianidinas sdo raramente encontradas livrememente na natureza. Elas estdo
presentes em flores, frutas e legumes, principalmente em suas formas glicosiladas, ou seja,
como antocianinas (Figura 3) [9]. A glicosilacdo pode ocorrer em varias posicdes, sendo
observada com maior freqiiéncia na posicdo 3. O segundo acUcar quando presente na
molécula encontra-se na posi¢do 5, porém podem ocorrer glicosilagdes nas posigdes 7, 37,4’ e

5’ (Figura 2)[10].

OH

CH,OH

Figura 3. Estrutura quimica bésica das antocianinas



Os acucares das antocianinas podem ser acilados por acidos organicos como p-
cumarico, ferulico, caféico, p-hidroxibenzoico, sindpico, maldnico, acético, succinico,
oxalico, malico entre outros. Os substituintes acila encontram-se comumente ligados a
hidroxila do agucar na posicdo 3 e com menor freqiiéncia nas posicdes 4 e 6. A metoxilacdo é
mais freqliente nas substitui¢ces indicadas por R; e R, (Figura 3) [10]. Assim, as diferencas
entre as diversas antocianinas estdo no ndmero de grupos hidroxila, metoxila, natureza e
numero de acgucares ligados a antocianindina, a posicao destes agucares, natureza e 0 nimero

de &cidos alifaticos / aromaticos ligados aos actcares na molécula (Tabela 1) [11].

Tabela 1. Substitui¢6es do cation flavilium formando as principais antocianidinas e antocianinas

Substituicdo glicosidica Acilacao
Aglicona
(Substituicao nas (Esterificagéo das
(Estrutura do anel B)
posicdes 3 e 5) hidroxilas do agUcar)
Ri=R,=H Pelargonidina D-glicose Acido cinamicos
R;=0OH,R;=H Cianidina D-galactose p-cumarico
R;=R,=0OH Delfinidina D-xilose feralico
R1=0CHj3, R,=H Peonidina L-arabinose caféico
R1=0CHjs;, R,=0OH Petunidina Rutinose
R1=R,=OCH3 Malvidina Soforose Acido alifaticos
Sambubiose Acético
Getiobiose Malbnico
Succinico




A forma quimica na qual a antocianina € encontrada na natureza também ¢ alterada de
acordo com o pH do meio (Figura 4) [2]. Em pH 1,0, as cores vermelha e violeta sdo
recorrentes uma vez que o cation flavilium, de cor vermelha, € a espécie predominante
(Figura 4A). Em valores de pH entre 2,0 e 4,0, as espécies quinoidais azuis sao majoritarias
(Figura 4B-D). As espécies incolores pseudobase carbinol e chancona sdo dominantes entre
pH 5,0 e 6,0, respectivamente (Figura 4E e 4F). Em valores de pH maiores que 7,0, as

antocianinas podem ser degradadas dependendo do grupo substituinte (Figura 4) [2].
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Figura 4 . Forma quimica das antocianinas em funcdo do pH do meio e reagdes de degradacéo [2].

1.2 Fontes, usos e aplicagOes



Antocianinas estdo presentes em frutas e legumes como uva, maca, acerola,
jabuticaba, acai, amora, morango, framboesa, groselha, batata doce, repolho roxo e também
em flores conferindo a estas cores atraentes [5,12]. Por este motivo, este corante se tornou
uma alternativa promissora para substituir corantes sintéticos na agregacdo de valor a imagem
de produtos alimenticios. AplicacOes tipicas para as antocianinas incluem a formulacdo de
iogurtes, queijos tipo petit suisse, bebidas isotdnicas, refrigerantes, bebidas alcodlicas e tortas.
Outro setor industrial que tem explorado a potencialidade das antocianinas como corantes sdo
as industrias de cosméticos.

Acredita-se que o consumo regular de antocianinas, esteja associado com a prevencgao
de doencas cronicas. Este corante possivelmente atua como antioxidante, na reducdo de
colesterol, possui propriedades anticancerigenas, antiinflamatoria, evita doenca
cardiovascular, neurodegenerativa entre outros beneficios [1,6,13].

Apesar do grande potencial de aplicacdo deste corante natural na inddstria alimenticia,
de cosmeéticos e farmacéuticos, 0 mesmo apresenta uso restrito devido a instabilidade, e
dificuldades na sua purificacdo [1]. A purificacdo das antocianinas requer o emprego de
grande volume e variedade de solventes, 0 que a torna, em alguns casos, economicamente

inviavel, gera grande quantidade de residuos e compromete o0 meio ambiente.

1.3 Métodos de extracao e purificacdo de antocianinas

1.3.1. Extracao

Para se empregar industrialmente as antocianinas, inicialmente deve-se isolar o

corante. Este se localiza em células proximas a superficie das plantas facilitando sua obtengéo

[14]. Este corante geralmente € extraido por secagem ou liofilizacdo de frutas ou apenas por
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maceracdo do fruto seco seguida por sua imersdo para a realizacdo de uma extracdo por
solvente. Como as antocianinas s&o moléculas hidrofilicas, os solventes comumente utilizados
nas extracdes sdo misturas aquosas de metanol, etanol ou acetona acidificados com HCI
[2,14,15]. Vaérios procedimentos utilizados para a extracdo deste analito sao eficientes, mas 0s
extratos nem sempre sdo seguros para consumo humano devido aos efeitos toxicos dos
solventes residuais. Solvente como etanol, metanol e acetona sdo toxicos a saude humana
[16].

Outros incovenientes da técnica de extracdo por solvente sdo o longo tempo de
extracao e alto consumo de solvente [17,18] podendo causar danos ao meio ambiente. Por esta
razdo, a introducdo de técnicas de extracdo que visem acelerar ou reduzir o volume de
solvente empregado na purificacdo tem sido considerada, tais como extracdo com liquido
pressurizado (ELP) [14,19-21] e extracdo assistida por microondas (EAM) [6,17,18,22]

ELP é uma técnica que realiza extracfes utilizando solventes liquidos a temperatura e
pressdo elevada para mater o solvente no estado liquido. Ela aumenta o desempenho de
extracdo, em comparacdo com as técnicas realizadas a temperatura ambiente e a pressdo
atmosférica [19,23]. Esta técnica é também conhecida como extracdo com solvente
pressurizado; extracdo por solvente acelerado e extracdo por solvente melhorada. Quando se
utiliza &gua como solvente de extracdo refere-se a esta técnica como extracdo por agua quente
pressurizada, extracdo com agua superaquecida ou extracdo com agua subcritica. Neste caso,
sob as condicbes da técnica, os rapidos movimentos das moléculas de agua alteram as
ligacGes de hidrogénio e a constante dielétrica do meio é reduzida, o que confere a agua
caracteristica de solvente hidrofobico [19,24]. Além disso, a diminuicdo da viscosidade e
tensdo interfacial do solvente nestas condi¢es aumenta a solubilidade e a taxa de difuséo dos

compostos de interesse. A aplicacdo desta técnica na recuperacdo de antocianinas €



apresentada nos trabalhos de Araptisas e Turner [21], Petersson et al. [19], Santos et al. [20],
entre outros.

Empregando a ELP Santos et al. [20] utilizaram etanol como solvente, pressao de 5
MPa, temperatura de 553 K e tempo de extracdo de 9 minutos e obtiveram a extracdo de (2,4
+ 0,5) mg g’ de antocianinas de cascas de jabuticaba. No mesmo trabalho, também foi
realizada uma extracdo por solvente convencional com etanol do mesmo fruto e obtiveram
(1,2 +0,2) mg g™ de antocianinas com um tempo de extragdo de duas horas.

Ja Araptisas e Turner [21] empregaram a ELP/agua superaquecida, na extracdo de
antocianinas de repolho roxo. A melhor condicdo de extracdo foi pressdo de 50 bar,
temperatura 99 °C, 7 minutos de extracdo e composicdo do solvente de 94 % de &gua, 5 % de
etanol e 1 % de acido formico. A quantidade total de antocianinas, por grama de repolho
fresco, com o método otimizado foi (0,662 + 0,003) mg g™ e (0,680 + 0,011) mg g™ quando a
extracdo convencional com etanol foi utilizada.

Outra forma de obtencdo das antocianinas é através da EAM [6,17,18,22]. Esta
consiste na utilizacdo de microondas para aquecer uma amostra e facilitar a particdo do
analito para um solvente. A capacidade de aquecer rapidamente a mistura amostra-solvente €
intrinseca a EAM e também sua principal vantagem. Este aquecimento, diferentemente do
convencional, se da por conversdo de energia eletromagnética em calor por rotacdo de dipolos
e/ou conducdo ibnica [25]. A aplicacdo desta técnica € ilustrada nos trabalhos de
Ghassempour et al. [22], Liazid et al. [18], Li et al. [6] Yang e Zhai [17], entre outros.

Ghassempour et al. [22] obtiveram uma maior porcentagem de recuperacdo de
antocianinas com a téecnica convecional de extracdo (98.0 £ 1,7) % quando comparado com a
utilizacdo da EAM, (90,0 + 8,0) %. Todavia, esta técnica mais sofisticada requer menor tempo

de extracdo e menor consumo de solvente.



Yang e Zhai [17] também compararam a EAM com a técnica convencional e
obtiveram uma extracdo mais rapida e mais eficiente de antocianinas do milho roxo. Ao
utilizar 19 minutos como tempo de extracdo na EAM obtiveram (1,848 + 0,042) mg g™ do
pigmento. Com o mesmo tempo de extracao, obtiveram com método classico de extracdo por
solvente (1,253 + 0,027) mg g™

No trabalho de Liazid et al. [18] foram recuperadas 11 antocianinas presentes na casca
da uva analisada utilizando tempo de extracdo de 5 minutos e obtiveram quantidades do
corante comparaveis a técnica de extracao por solvente utilizada.

Outras técnicas também tém sido aplicadas para obtencdo deste pigmento como
extracdo assistida por ultrassom [26,27] e extracdo com alta pressdo hidrostatica [28-30].
Todavia, todas as técnicas supracitadas extraem juntamente com as antocianinas, substancias
indesejadas que podem comprometer a qualidade do corante, tornando necessaria uma etapa

de purificacdo do pigmento antes da sua aplicacao [2].

1.3.2. Purificacdo

O uso de antocianinas para propoésitos farmacéuticos e na industria alimenticia torna
necessaria a separacdo deste corante de substancias co-extraidas na etapa de obtencdo do
corante [31]. Acucares, lipideos, compostos fendlicos, aminoacidos, e metais podem acelerar
a degradacdo das antocianinas. Além disso, estas substancias e também a presenca de toxinas
naturais podem alterar a cor e 0 odor do extrato antocianico [32]. Para purificar estes extratos
com diversos contaminantes indesejados, utiliza-se uma grande variedade de técnicas. Estas
vao desde simples alternativas como extracdo em fase solida (EFS) e extracdo liquido-liquido

(ELL) até a utilizacdo de técnicas cromatograficas mais sofisticadas, como cromatografia em



contracorrente (CCC) e cromatografia liquida de media pressao (CLMP) [2], sendo esta pouco
relatada na literatura.

A CCC tem sido empregada com sucesso no isolamento e fracionamento das diversas
antocianinas a partir de um grande nimero de fontes do corante. Diferentes solventes tém sido
utilizados na purificacdo e fracionamento do corante, uma vez que a composicdo das
antocianinas podem variar consideravelmente de uma fonte para outra [33]. Dentre o0s
solventes utilizados, o0 mais recorrente € o n-butanol [33-36].

A purificacdo deste corante empregando a EFS permite uma eficiente remocédo de
varios compostos interferentes presentes nos extratos brutos [5,32]. Normalmente esta técnica
é realizada empregando cartuchos de C18 (Octadecil silano), sephadex e amberlite nos quais
as antocianinas sdo retidas enquanto interferentes como os acglcares e acidos passam através
das colunas. Posteriormente, reduzindo-se gradativamente a hidrofilicidade do solvente
removem-se separadamente compostos fenolicos interferentes das antocianinas [2,37].

Do mesmo modo, a ELL é aplicada na extracdo de concomitantes indesejados, como
por exemplo, na remocao de lipideos com n-hexano [38] ou com uma mistura de acetato de
etila + éter de petroleo [39], na separacdo de outros compostos fendlicos com acetato de etila
[40], na extracdo de clorofila com mistura de éter etilico + éter de petréleo [41] ou também

com o acoplamento desta técnica com a EFS [42].
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As antocianinas obtidas apds as etapas de extracdo e purificacdo normalmente sdo
quantificadas por espectrometria de absor¢do molecular na regido do ultra-violeta/visivel
devido a simplicidade e baixo custo da técnica. J& a identificacdo deste corante € realizada por
espectrometria de massa, ressonancia magnética nuclear de **C e *H e com menor freqiiéncia
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE) devido a dificuldade de se
obter compostos de referéncia [2].

A ELL tradicional vem sendo aplicada na purificacdo de antocianinas de diferentes
fontes, uma vez que a versatilidade da técnica permite a utilizacdo de uma gama de solventes
e a separacdo de muitos compostos indesejados. Entretanto, esta técnica emprega solventes
organicos toxicos, cancerigenos e/ou inflamaveis [43] que ndo condizem com a nova
tendéncia mundial de reduzir o impacto da atividade quimica ao ambiente. Uma técnica
alternativa a ELL tradicional que vem sendo empregada com sucesso na extracdo e
purificacdo de diferentes corantes [13, 44-50] séo os sistemas aquosos bifasicos (SABs), que

se baseiam nos principios da quimica verde [51].
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2. Sistemas Aquosos Bifasicos

Os SABs sdo formados majoritariamente por agua, € 0s demais constituintes sao
atoxicos e nao inflamaveis, o que torna esta técnica de extragdo ambientalmente segura. Além
disso, € possivel modular finamente os SABs modificando apenas a estrutura quimica, massa
molar ou hidrofobicidade do polimero, bem como a natureza do eletrélito formador do SAB
conferindo a esta técnica uma excelente eficiéncia na separacdo do soluto de interesse
presente em matrizes complexas.

Os SABs podem ser formados atraves da mistura de uma solucédo de eletrdlito e uma
solucdo polimérica [52], pela combinacdo de dois polimeros hidrossoltveis e quimicamente
distintos [53] ou ainda por duas solugdes de eletrélitos [54] em condigdes termodindmicas
especificas de concentracdo, temperatura e pressao.

Os SABs apresentam inumeras vantagens como: os componentes formadores sdo
atoxicos, biodegradaveis, de baixo custo e podem ser reutilizados. Além disso, esses sistemas
ndo utilizam solventes orgénicos, possuem um baixo valor de tens&o interfacial e ndo formam
emulsBes estaveis 0 que proporciona um menor tempo para separacao das fases.

Tipicamente um SAB formado por polimero, eletrélito e agua é constituido por duas
fases imisciveis, onde, normalmente a fase superior (FS) é rica em polimero e a fase inferior

(FI) € rica em eletrélito como mostrado na Figura 5.
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FASE SUPERIOR

[PEO 1500] = 31,60 % (m/m)
[NH4S04] = 5,13 % (m/m)
[AGUA] = 63,27 % (m/m)

COMPOSICAO GLOBAL
[PEO 1500] = 16,78 % (m/m)
[NH,SO,] = 11,84 % (m/m)
[AGUA] = 71,38 % (m/m)

FASE INFERIOR

[PEO 1500] = 5,25 % (m/m)
[NH4SO4] = 18,53 % (m/m)
[AGUA] = 76,22 % (m/m)

Figura 5. Composicéo do SAB composto por poli(6xido de etileno) 1500 g mol™ (PEO1500) + sulfato

de amdnio + agua a 25 ° C [55].

A composi¢do quimica das duas fases que se encontram em equilibrio termodinamico,
é geralmente representada em um diagrama de fases retangular, como na Figura 6. Esta
representacdo é utilizada como ferramenta fundamental para o desenvolvimento de um
processo de extracdo e também é de grande importancia para os estudos de parti¢do [43]. Os
dados de equilibrio apresentados nesses diagramas estdo relacionados a variacdo da energia
livre de Gibbs do sistema [43].

No diagrama de fases (Figura 6) a abscissa nos informa a concentracédo de eletrélito e
a ordenada a concentracdo do polimero presente no sistema. Esta representacdo também nos
mostra em quais composic¢Oes globais o sistema se encontra homogéneo ou heterogéneo,
sendo essas duas regides separadas pela linha binodal (LB). A posicdo da binodal varia de
acordo com o tipo de massa molar do polimero, natureza quimica do eletrolito, temperatura e
pH do meio [56]. Existem diferentes métodos para a obtencdo da LB, sendo geralmente

utilizados os métodos de titulacdo turbidimétrica e de anélise das composic¢Ges das fases.
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Figura 6. Diagrama de fases expresso em coordenadas retangulares de um SAB formado por um

polimero e um sal.

Outra informacdo fornecida pelo diagrama de fases sdo as linhas de amarracdo (LA)
(ex: linha FS-FI), que para uma determinada composicao global do sistema (ponto B), fornece
a composicao das duas fases em equilibrio, representadas pelos pontos FS e FlI (Figura 6).
Este é um parametro importante, pois, todas as misturas com composi¢cdes globais
representadas por pontos, presentes em uma mesma linha de amarragdo, resultardo em fase
superior e fase inferior com propriedades termodindmicas intensivas idénticas (ex:
composicao), porem com propriedades extensivas diferentes (ex: volume).

O comprimento da linha de amarracdo (CLA) também & de grande relevancia, pois

com ele determina o quéo diferentes sdo as propriedades termodinamicas intensivas das fases
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em equilibrio. Este pardmetro € calculado em funcdo das diferencas de concentragdes dos

componentes em cada fase, conforme indicado na Equacéo 1:

CLA= [((:PFS ~¢/'f+(cP-cF )2]% (1)

em que, C5° e C[' sdo as concentragbes de polimero (% (m/m)) na fase superior e inferior,

respectivamente, enquanto C2° e C[' séo as concentracdes do eletrélito (% (m/m)) na fase
superior e inferior respectivamente. A medida que o valor do CLA aumenta, torna-se maior a
diferenca de composicéo entre as fases, podendo elevar a eficiéncia na extracdo e/ou particdo

de um soluto de interesse no SAB.
2.1.  Aplicacgdes dos Sistemas Aquosos Bifasicos

A formacdo dos SAB foi descoberta por Beijerinck em 1896. Este cientista verificou
que ao misturar solucdes aquosas de gelatina e agar ou gelatina e amido soltvel, em uma dada
faixa de temperatura e concentracdo, ocorria a separacdo de fases. A fase inferior era
enriquecida em agar (ou amido) e a fase superior em gelatina, sendo que a agua era o
componente majoritario em ambas as fases [57,58].

No entanto, a primeira aplicacdo do SAB surgiu apenas em 1956 com os trabalhos de
Per-Ake Albertsson, que deixou evidente para a comunidade cientifica a grande
potencialidade de aplicacdo destes sistemas para a particdo/purificagdo de materiais
bioldgicos, como proteinas, virus, acidos nucléicos e células [59].

Em 1984 foi iniciada por Zvarova a extragdo de ions metalicos com estes sistemas,

onde se estudou a extracdo destes ions na presenca de extratores solliveis em &gua. Neste
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trabalho também foi investigada a influéncia dos extratores, composicdo global, pH,
temperatura e tipo do sal formador do SAB sobre a parti¢do dos ions metalicos [60].

Ja os trabalhos empregando SAB na particdo de corantes tiveram destaque a partir da
década de 90 com os trabalhos de Huddleston et al. [44] e Tong et al. [45]. O primeiro
estudou 0 comportamento de particdo dos corantes indigo carmim, acido carminico, amaranto,
eritrosina B, tartrazina e amarelo de quinolina. O outro, 0 comportamento de extracdo de
antraquinona, vermelho e azul de metileno, porfirina e metaloporfirinas [44,45].
Recentemente, Mageste et al. [50], aplicou esta técnica na particdo do corante natural carmim
e analisou o efeito do pH do sistema, massa molar e hidrofobicidade do polimero, CLA e

natureza do eletrolito no comportamento de parti¢cao do corante.

2.2. Teoria do comportamento de particdo de solutos em SABs

A distribuicdo de um soluto entre as duas fases em equilibrio termodindmico do SAB,
quando o soluto se apresenta em uma Unica forma definida [61], pode ser representada pelo

coeficiente de particdo, K, como definido na Equacéo 2:

A [C FI ] 2)

onde, ars . ar S0 as atividades do analito na fase superior e inferior respectivamente, Crs e C,
sdo as concentracdes do soluto na fase superior e inferior respectivamente. Quando o soluto
encontra-se muito diluido pode-se considerar que os valores de concentracéo e atividade sdo

muito proximos [62].
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A particdo deste soluto no SAB é influenciada pela natureza do soluto e do SAB
utilizado. Em relacdo ao soluto, os principais fatores sdo a presenca de carga elétrica,
hidrofobicidade, composicéo e conformacéo. J4 em relacdo ao SAB, os fatores determinantes
sdo a massa molar e a concentracdo do polimero, a presenca de ligantes ao longo da cadeia
polimérica, o pH, a temperatura e o eletrélito formador do sistema. Outro fator importante
relacionado ao SAB é a adicdo de diferentes eletrolitos que resulta em uma diferenca de
potencial elétrico na interface, que influencia expressivamente a particido de moléculas
carregadas [62].

Johansson et al. [63] afirmam que quando um soluto é adicionado ao SAB sua
distribuicdo entre as duas fases em equilibrio termodinamico é determinada por duas forcas
motrizes: uma entropica e outra entalpica. A contribui¢do entropica esta associada com o
aumento/reducao das possibilidades de distribuicdo do analito entre as duas fases do sistema.
Ja a contribuicdo entalpica estad relacionada com as interacdes intermoleculares rompidas e
formadas ao longo do processo de parti¢ao do soluto.

Segundo um modelo derivado da teoria Flory—Huggins e desenvolvido por Johansson
et al. [63] na auséncia de forcas entalpicas, a contribuicdo entrdpica no processo de particdo

pode ser representada pela Equacéo 3:

M nFS nFl
InK, =—2 — 3
A p (V FS VFl ( )

onde, n" e n™' s&o0 o nimero total de moléculas na fase superior e inferior respectivamente,
Ma é a massa molar do soluto particionado, V™ e V™' sdo os volumes da fase superior e

inferior e p € 0 nimero total de sitios por unidade de volume do sistema [63].
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Baseado na Equacdo 3, pode-se concluir que na auséncia de efeitos entalpicos, a
particdo preferencial do soluto ocorrera caso exista uma diferenca em termos de densidade
numérica (n/v) entre as duas fases. Assim, a entropia induzird a migragéo do soluto para a
fase com maior nimero de moléculas por unidade de volume, pois nesta fase havera um maior
numero de formas de distribuir as moléculas do soluto espacialmente, aumentando assim a
contribuicdo da entropia configuracional para a minimizacdo da energia livre de Gibbs de
mistura. Como normalmente, as moléculas de agua estdo presentes em maior quantidade em
ambas as fases dos SABs, elas sdo decisivas para a densidade numérica da FS e FI. Assim, a
contribuicdo entrdpica influenciara para que as moléculas de interesse migrem para a fase
com maior contetdo de moléculas de dgua por unidade de volume [62].

De acordo com de Lemos [64], em sistemas constituidos por um eletrélito e um
polimero, forcas de natureza entropica fardo com que o soluto particione para a fase rica em
eletrolito, pois esta contém uma maior densidade numérica. Neste tipo de SAB, o soluto ird
para fase polimérica somente se houver forca de natureza entalpica.

Segundo o modelo de Johansson et al., a contribuicdo entélpica no processo de

distribuicdo do soluto entre as fases pode ser representada pela Equacéo 4:

m m-1 m
K= 2 > (@F -0M - > D (@POF —0f 0 )w]
i=1(i=A) i=1(i=A) j=i+1(j=A) (@)

onde Ma € a massa molar do soluto particionado, T é a temperatura, R € a constante dos

gases, ®° e @ sdo as fragBes volumétricas do componente i na fase superior e inferior
respectivamente, w,, € a energia de formacéo do par entre o soluto e o componenteie w, éa

energia resultante da formacao do par entre os componentes i e j [63].
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De acordo com a Equacéo 4, todas as interacfes existentes dentro do SAB podem ser
representadas por dois somatorios. O primeiro somatorio, expressa a contribuicao da interacéo
entre 0 soluto com os componentes do sistema. A energia resultante desta interacdo &
proporcional a diferenca de composicéo entre as duas fases. Quanto mais fortemente o soluto
interagir com um componente do sistema, menos positiva sera a contribui¢do entalpica e
consequentemente a energia livre de Gibbs do sistema sera minimizada. Assim, por este
somatorio pode-se inferir que o soluto particionard preferencialmente para a fase rica no
componente que 0 mesmo interaja mais entalpicamente [62].

O segundo somatorio estd relacionado com variacdo de energia associada a
transferéncia do soluto da FI para FS do SAB. Neste termo, desconsideram-se as interagdes
do soluto com os componentes do sistema. Ele pode ser interpretado como o conteudo de
energia de cada fase proveniente das interacdes existentes entre componentes das mesmas. A
existéncia dessa variacdo de energia pode ser atribuida ao fato de que ao se transferir da Fl, o
soluto libera um volume que permite a interacdo entre 0s componentes presentes na fase,
enguanto que seu deslocamento para a fase superior induzira a formacdo de uma cavidade,
impossibilitando a interacdo entre os componentes da FS. Assim, o soluto tenderd a migrar
para a fase na qual haja menor gasto energético para formacdo da cavidade em que 0 mesmo
sera alojado [62].

Baseando-se no modelo apresentado é possivel elucidar como algumas propriedades e
caracteristicas do SAB, como CLA, massa molar média do polimero, composicdo das fases e

outras fatores afetam a comportamento de parti¢cao de solutos no sistema.
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3. Objetivos

O trabalho proposto tem como objetivo estudar o comportamento de particdo de

antocianinas em sistemas aquosos bifasicos a fim de elucidar os fatores que influenciam a sua

particdo em diferentes SABs. Assim, pretende-se propor um novo meétodo de purificagdo do

corante que seja sustentavel tanto do ponto vista econdmico quanto ambiental.

3.1.

Objetivos Especificos

Investigar a influéncia da massa molar média do polimero PEO (1500, 10000 e 35000
g mol™) e da hidrofobicidade do polimero (poli(6xido de propileno), PPO, com massa
molar média de 400 g mol™) sobre o coeficiente de particdo das antocianinas (Ka).
Avaliar o efeito da natureza do eletrdlito formador do sistema no comportamento da
particdo do corante em SABs formados pelos eletrolitos Li,SO,4, Na,SO,4, MgSO, e
(NH,)2SO,.

Estudar a implicacdo do aumento do CLA no fendmeno de distribuicdo do corante
entre as duas fases em equilibrio.

Definir o pardmetro termodindmico AyansG, do processo de transferéncia do corante

entre as fases dos SABs investigados.
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Capitulo 2

Sistema aquoso bifasico: uma técnica segura para a purificacdo de antocianinas

Resumo

O comportamento de particdo do corante natural antocianina foi verificado em
diferentes sistemas aquosos bifasicos (SABs). Os sistemas estudados eram formados pela
mistura de uma solucdo polimérica (PEO1500, PEO10000, PEO35000 ou PPO400) e uma
solucdo salina (Li.SO4, NaySO4, MgSO, ou (NH4).SO,4) sob condi¢des termodindmicas
especificas de temperatura, pressdo e composicdo. O coeficiente de particdo das antocianinas
(Ka) foi investigado em funcdo do comprimento da linha de amarracdo (CLA), natureza do
eletrolito, massa molar e hidrofobicidade do polimero. Verificou-se que o fenbmeno particdo
é dependente dos valores de CLA, natureza do eletrolito e hidrofobicidade do sistema. Os
sistemas constituidos por Li,SO,4 ou Na,SO,4 ndo foram afetados pela variacdo da massa molar
do polimero. Os valores de Ka variaram de 1,1 a 89,2, indicando que as moléculas do corante
concentraram-se preferencialmente na fase rica em polimero. Este processo de transferéncia

do corante para a fase superior foi espontaneo para todos os sistemas analisados (A,,...G <0)

trans

devido a um balanco de fatores entrdépicos e entalpicos.

Palavras-chave: sistema aquoso bifasico, antocianinas, purificag&o.
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Abstract

The partition behavior of the natural dye anthocyanin was observed for several
aqueous two-phase systems (ATPS). The studied systems were formed by mixing a polymer
solution (PEO1500, PEO10000, PEO35000 or PPO400) and an electrolyte solution (Li,SO4,
Na,SO4, MgSO4 or (NH4).SO,) at specific thermodynamic conditions of temperature,
pressure and composition. The partition coefficient of the anthocyanins was investigated
depending on the tie-line length (TLL), nature of the electrolyte, molar mass and
hydrophobicity of the polymer. It was verified that the phenomenon of partitioning is
dependent of TLL values, electrolyte nature and hydrophobicity of the polymer. The system
composed of Li, SO, and Na,SO4 were not affected by the variation of polymer molar mass.
The Ka values ranged from 1.1 to 89.2, indicating that the dye molecules are preferentially
concentrated in the polymer-rich phase. The dye-transfer process, was spontaneous for all

studied systems (A,,,.G < 0) due to a balance of enthalpic and entropic contributions.

Keywords: aqueous two-phase system, anthocyanins, purification.
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1. Introducéo

A toxicidade de certos corantes sintéticos instigou a reducdo da quantidade e do
numero de corantes permitidos como aditivos no preparo de alimentos. Assim, 0s corantes
naturais atoxicos para humanos tornaram-se uma area de interesse no meio cientifico [1,2].

No entanto, para ter uma boa aceitacdo no mercado, os corantes naturais, igualmente
aos sintéticos, devem promover uma boa aparéncia aos produtos. Neste contexto, as
antocianinas aparecem como uma alternativa promissora uma vez gque proporcionam cores
atraentes como laranja, violeta, roxo, vermelho e azul a frutas, flores e legumes [3,4] e
também podem ser aplicadas a outros alimentos uma vez que ndo séo toxicas.

A industria alimenticia foi pioneira no emprego de antocianinas como corante natural.
Atualmente este corante tem despertado interesse na industria de cosméticos e na area da
salde. Acredita-se que o consumo regular de antocianinas esteja associado a possiveis efeitos
contra inflamacdes cronicas, problemas cardiovasculares, cancer, regulacdo do metabolismo
entre outros [2,5].

Este corante usualmente é obtido por extracdo por solvente, com metanol, etanol ou
acetona acidificados [1,6,7]. Técnicas mais sofisticadas também tém sido aplicadas para esta
finalidade, como extracdo por fluido pressurizado, extracdo assistida por microondas, extracdo
assistida por ultra-som, extracdo com alta pressdo hidrostatica entre outras [8-15]. Todavia,
essas técnicas envolvem a co-extracdo de substancias indesejadas que podem comprometer a
estabilidade, odor e sabor do corante [16]. Portanto, o0 extrato de antocianina, deve ser
submetido a uma etapa de purificacdo antes da sua aplicacdo. Entre as técnicas empregadas
para este propdsito encontra-se a extragédo liquido-liquido tradicional (ELT) [1], a qual utiliza
n-hexano, mistura de acetato de etila + éter de petroleo, mistura de éter etilico + éter de

petréleo e acetato de etila para remover lipideos, compostos fendlicos e clorofilas extraidos
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com as antocianinas [17-20]. A principal desvantagem desta técnica é a utilizacdo de
solventes organicos que podem ser toxicos, cancerigenos e / ou inflamaveis [21], fazendo com
gue os extratos antocianicos nem sempre sejam seguros para consumo humano [22]. Essa
caracteristica também faz com que esta técnica entre em conflito com a nova tendéncia
mundial de reduzir o impacto da atividade quimica ao meio ambiente [23].

Uma alternativa para substituir a ELT que tem sido utilizada com sucesso na extracdo
e purificacdo de diferentes corantes sdo os sistemas aquosos bifasicos (SABs) [24-31], que se
baseiam nos principios da quimica verde [23]. Os SABs sdo constituidos majoritariamente por
agua, e os demais constituintes sdo atoxicos e ndo inflamaveis, o que torna esta técnica
ambientalmente segura. Estes sistemas sdo formados pela combinacdo de uma solucdo de
eletrolito e uma solucdo polimérica [32] ou por meio da mistura de dois polimeros
hidrossoluveis e quimicamente distintos [33] ou por duas solugdes salinas [34] em condi¢bes
termodinamicas especificas de temperatura, pressdo e concentracao.

O trabalho proposto teve como objetivo estudar o comportamento de particdo de
antocianinas em sistemas aquosos bifasicos a fim de elucidar os fatores que influenciam a sua
particdo em diferentes sistemas. Deste modo, foi investigado o efeito do comprimento da
linha de amarracdo (CLA), a natureza do eletrolito, massa molar e hidrofobicidade do
polimero sobre os valores de coeficiente de particdo de antocianinas (Ka). Também foi
determinado o pardmetro termodinamico variacdo da energia livre de Gibbs de transferéncia

das antocianinas (A,,,G ) para se propor um novo método de purificacdo deste corante.

2. Materiais e Método

2.1. Reagentes
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Todos os reagentes foram de grau analitico e utilizados como recebidos sem
purificacdo adicional. Os polimeros poli(oxido de etileno) (PEO) com massa molar média de
1500, 10000 e 35000 g mol™ foram obtidos da Synth (Sdo Paulo, Brasil), Sigma (St. Louis,
MO, EUA) e Fluka (St . Louis, MO, EUA), respectivamente. O polimero poli(6xido de
propileno) (PPO) massa molar média de 400 g mol™ foi adquirido da Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Os reagentes Li,SO4, Na;SO4, MgSO4, (NH4)2SO4 e H,SO, foram fornecidos pela
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). A antocianina foi doada pela Chr. Hansen Ind. Com. Ltd (Sé&o

Paulo, Brasil). Agua destilada foi utilizada durante todos os experimentos.

2.2.  Equipamentos

As medidas de pH foram realizadas com um medidor de pH digital (Wissenschaftlich-
Technische Werkstatten, modelo pH 330i). Foram empregados uma centrifuga (Thermo
Scientific, Heraues Megafuge 11R) e um banho termostatizado (Microguimica Equipamentos
Ltda., MQBTC 99-20) no preparo dos SABs. A absorbancia foi medida com um
espectrofotbmetro de absorcdo molecular na regido do ultra-violeta/visivel (UV/Vis)

(Shimadzu UV-2550).

2.3.  Preparo do sistema aquoso bifésico e experimentos de particéo

Diversos SABs foram utilizados para realizar os experimentos de particdo [35-40].
Para cada sistema, cinco composi¢Oes descritas na literatura, foram estudadas. Foram
preparadas solugdes estoque de polimero e eletrdlito empregando agua em pH 1,0 como
solvente. Os SABs foram obtidos pela mistura dessas solugdes. Os sistemas resultantes eram

agitados manualmente, centrifugados e levados a um banho termostatizado a 25,0 °C onde
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permaneciam por no minimo 24 h para atingir o equilibrio termodindmico. Em seguida, a fase
superior e inferior eram recolhidas e 3,5 g de cada fase eram misturados com 100 uL de uma
solugdo aquosa saturada de antocianina (Vitis vinifera L.). Estes sistemas eram agitados
manualmente por 3 minutos e deixados em um banho a 25,0 °C por no minimo 24 h para
alcancar o equilibrio termodindmico. Como as antocianinas sdo fotossensiveis 0s

experimentos foram realizados na auséncia de luz para evitar a sua decomposicéo.
2.4.  Coeficiente de particdo

Apobs o alcance do equilibrio termodindmico os sistemas tinham aliquotas da fase
superior e inferior coletadas com uma seringa e diluidas de uma quantidade apropriada para
analise por espectrofotometria no UV/Vis em comprimento de onda de 279 nm. Os

experimentos foram realizados em duplicata. Os valores de Ka foram obtidos pela relacéo:

Ars
K, =—F

onde A e A sdo a absorbancia (em 279 nm) das antocianinas na fase superior e inferior,

respectivamente. Baseando-se nestes resultados foram estudados o efeito da natureza do

eletrolito, massa molar e hidrofobicidade do polimero e CLA.

2.5. Variacdo da energia livre de Gibbs de transferéncia de antocianinas (A,,,,G)

trans

O parametro A,. .G pode ser calculado a partir dos valores de Ka obtidos nos SABs

trans
analisados por meio da relagdo termodinamica:
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AtransG =-RT In KA (2)
3. Resultados e Discusséo
3.1. Influéncia do CLA e eletrolito sobre o comportamento particao

O CLA ¢é um parametro termodinamico de grande importancia nos estudos de particao
em SABs, pois ele determina a diferenca das propriedades termodinamicas intensivas entre as
fases em equilibrio. Este parametro € calculado como uma funcdo das diferencas de

concentracdo dos componentes em cada fase, conforme indicado na Eq. (3):

cLa=fcp —coF+(cE —cr f 3)

em que, C;° e C}' sdo as concentracdes de polimero (% (m/m)) na fase superior e inferior,
respectivamente, enquanto C.° e Cf' sdo as concentrag@es do eletrélito (% (m/m)) na fase

superior e inferior respectivamente. Assim, o aumento dos valores do CLA torna maior a
diferenca na composicao entre as fases, podendo melhorar a eficiéncia de extracdo e / ou
particdo do analito no SAB.

A Fig. 1 mostra o efeito do CLA no comportamento de particdo do corante antocianina
no sistema constituido por PEO1500 + (NH,4),SO,4 + H,0. O aumento do CLA ocasionou um

aumento no coeficiente de particdo.
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Fig. 1. Efeito do CLA nos valores de coeficiente de particdo de antocianinas em sistemas formados

por PEO1500 + (NH,),SO,4 + H,0.

O aumento dos valores de Ka com aumento do CLA pode ser analalisado baseando-se
em um modelo derivado da teoria Flory—Huggins que foi desenvolvido por Johansson et al.
[41]. De acordo com esta teoria a distribuicdo de um soluto entre as fases do SAB ¢
governada por duas forgas motrizes: entropia e entalpia [41].

Neste modelo, na auséncia de forcas entalpicas, a contribuicdo entrdpica € definida

pela Eqg. (4):

.KM(j (4)
p

VFS VFI

onde, Ma é a massa molar do soluto particionado, n> e n™ sdo o ntimero total de moléculas na
fase superior e inferior respectivamente, V7 e V7' sdo os volumes da fase superior e inferior,

arazdo n/\V é a densidade numérica e o é o nimero total de sitios por unidade de volume do

sistema [41].
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De acordo com a Eq. (4) a antocianina sera transferida para a fase com maior nimero
de moléculas, pois nesta fase haverd um maior nimero de formas de distribuicéo espacial das
moléculas do corante, acarretando a diminuicdo da energia livre de Gibbs do sistema [30,42].
Como no SAB ambas as fases sdo constituidas majoritariamente por dgua, a concentracao
deste componente serd determinante para a densidade numérica das fases. Assim, o corante
deve se transferir preferencialmente para fase rica em eletrélito (fase inferior), uma vez que

esta possui maior quantidade de agua (Tabela 1).

Tabela 1. Diferenga na concentracdo de H,O (% (m/m)) entre a FS e FI de SAB constituidos pelo

polimero PEO1500, analisados a 25 -C.

A[H20] = [H20]¢ -[H20]rs %(m/m)

CLA PEO1500

LizSO4 Na,SO,4 MgSO4 (N H4)2804

1 17.35 17.10 15.97 12.95

2 19.88 16.78 19.88 17.06

3 22.42 18.58 21.87 17.34

4 24.65 22.13 22.13 20.05

5 27.69 23.32 25.09 20.98

Entretanto, independente do sistema ou CLA analisado, observou-se que o corante
particiona-se preferencialmente para a fase rica em polimero (fase superior) (Fig. 1), uma vez
gue os valores de K foram maior que 1 (Ka > 1) para todos SABs estudados. Esse
comportamento sugere que a particdo de antocianinas € um processo entalpicamente dirigido.

A contribuicdo entélpica no modelo de Johansson [41] para o coeficiente de particdo é

representada pela Eq. (5):
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i=1(i=A) i=1(i=A) j=i+1(j=A)

onde Ma € a massa molar do soluto particionado, T é a temperatura, R € a constante dos

gases, @ e @' sdo as fracdes volumétricas do componente i na fase superior e inferior
respectivamente, w,, é a energia de formagéo do par entre o soluto e 0 componenteie w,; ea

energia resultante da formagéo do par entre os componentes i e j [41].

De acordo com a Eq. (5), todas as interagdes rompidas e formadas no processo de
particdo das antocianinas no SAB podem ser representadas por dois somatérios. O primeiro
expressa a contribuigcdo da interagdo do corante com os componentes do sistema. A energia
resultante desta interacdo é proporcional a diferenca de composicao entre as duas fases em
equilibrio. Quanto mais intensa for interacdo do soluto com um componente, menos positiva
Ou mais negativa serd a contribuicdo entélpica para a minimizacao da energia livre de Gibbs
do sistema. Assim, por este somatorio o soluto particionara preferencialmente para a fase rica
no componente que 0 mesmo interaja mais entalpicamente [43].

A Fig. 1 mostra que o corante transfere-se preferencialmente para a fase superior dos
SABs analisados. Portanto, pode-se inferir que a entalpia de interacdo entre corante e
polimero é a forca motriz do comportamento de particdo das antocianinas. Além disso, a
elevacdo dos valores de Ka com o aumento do CLA (Fig. 1) pode ser atribuido a maior
concentracdo de polimero na FS com o aumento do CLA [35-40], pois desta forma, o nimero
de interacdes estabelecidas entre antocianinas e polimero se torna maior e o primeiro termo da
Eg. (5) mais negativo ou menos positivo.

O segundo termo do somatorio da Eq.(5) pode ser interpretado como o conteddo

entélpico de cada fase derivado das interagdes entre os componentes (polimero, sal e dgua),
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independente da interacdo do corante com estes componentes. A existéncia desta variacdo de
energia pode ser atribuida ao volume liberado na fase inferior quando o corante é transferido
para a fase superior do sistema, permitindo a interacdo entre componentes que antes deste
processo ndo interagiam. Esta transferéncia também induzira a formacdo de uma cavidade na
fase superior para receber as moléculas do corante, impedindo a interacdo entre componentes
desta fase [43]. Assim, a antocianina deve migrar para a fase em que havera um menor gasto
energético para a formacéo da cavidade onde a mesma sera alojada. Possivelmente isso ocorre
na fase superior dos sistemas estudados.

A influéncia da natureza do eletrélito nos valores de K para sistemas formados por
PEO1500 + eletrdlito (LioSO4 / Na;SOy4 / (NH4),SO4 / MgSO,) + H,0 foi analisada (Fig. 2).
Para CLAs com valores semelhantes, os SABs constituidos por Li,SO,4 apresentaram maiores
valores de Ka quando comparado com sistemas formados por Na,SO4, MgSO, ou (NH4)2SOy,

alcancando um Ka maximo de 89,2 para o CLA de 51,67 % (m/m).
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Fig. 2. Efeito do eletrélito nos valores de coeficiente de particdo de antocianinas em funcdo do CLA

para sistemas formados por PEO1500. SAB: ( A)Li,SOy, (@) Na,SO4, (¥)MgSO,, (m)(NH,4),SO,.
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Este comportamento de particdo pode ser elucidado por um modelo sugerido por da
Silva e Loh [44] para explicar a termodindmica de formacdo do SAB. De acordo com esta
teoria, quando ocorre a mistura de uma solucao polimérica e uma solucéo salina, os cations do
eletrolito interagem com as macromoléculas do polimero liberando moléculas de agua que
antes os solvatavam, em um processo governado pelo aumento de entropia do sistema. Este
processo continua até que as macromoléculas do polimero se tornam saturadas com os cations
do eletrolito e a adicdo de novas aliquotas desta solucdo nédo resulte em ganho de entropia.
Apds este ponto de saturacdo, a adicdo de sal acarreta maior concentracdo de ions no seio da
solucdo que ao redor da cadeia polimérica [44]. Nesta nova condicdo, 0s ions interagem com
as moléculas de agua organizando-as em camadas de solvatacdo, o que reduz a entropia
translacional dessas moléculas e a separacdo de fase se torna mais favoravel. Apds a
separacdo de fases, a fase rica em polimero consiste de macromoléculas solvatadas por
cations do eletrdlito resultando em uma cadeia polimérica carregada positivamente conhecida
como pseudopolication. Esta estrutura interage por atracdo eletrostatica com espécies
carregadas negativamente.

da Silva e Loh [44] também realizaram medidas calorimétricas, que comprovaram que
cations Li* interagem mais fortemente com os segmentos de 6xido de etileno (EO) das
macromoléculas de PEO que outros cations, sugerindo que mais Li* sdo necesséarios para
saturar a cadeia de polimérica. Deste modo, nos SABs compostos por Li,SO4 0
pseudopolicétion possui maior densidade de carga positiva, permitindo uma forte interacdo
eletrostatica com a densidade de carga negativa dos atomos de oxigénio das antocianinas (Fig.
3), sendo estas transferidas para a fase superior do SAB rica em polimero.

O modelo de da Silva e Loh [44] também contribui para compreensdo da diminuicao
dos valores de Ka com o aumento do CLA, para alguns sistemas analisados (Fig. 2). Este

comportamento pode ser atribuido a diminui¢do da concentragdo do eletrélito na FS com o
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aumento do CLA nos sistemas analisados [35-40], conduzindo a formacdo de um
pseudopolication com menor densidade de carga positiva. Consequentemente, a intensidade

da interacdo do pseudopolication com as moléculas do corante foi reduzida [30].

OH
+
ot
= OR,
pZ

OR;
OH

Fig. 3. Estrutura molecular da antocianina predominante em pH 1.0, cétion flavilium [1].

A particdo preferencial do corante para a fase superior dos sistemas analisados (Fig. 2)
pode ser uma possivel forma de implementar o SAB na remoc¢do de agUcares extraidos
juntamente com as antocianinas. A FI, constituida majoritariamente por agua e sal é mais
hidrofilica e deve acomodar preferencialmente as moléculas de agUcares. Este comportamento
de particdo de acucares foi relatado previamente em um estudo envolvendo a purificacdo do
corante betalaina, onde os agUcares apresentaram coeficiente de particdo menor que 1 para

todas as condicdes e sistemas analisados [28].
3.2. Influéncia da massa molar do polimero

A Fig. 4 mostra o efeito da massa molar do polimero sobre os valores de Ka. Os
resultados evidenciam que 0 aumento da massa molar do polimero ndo ocasionou influéncia
significativa nos valores de K, para CLAs semelhantes, nos sistemas constituidos por Li,SO,

ou Na,SO4. Entre os SABs compostos por MgSO,4, apenas o formado por PEO35000
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apresentou efeito significativo do aumento da massa molar para CLAs maiores que 36,11 %
(m/m), atingindo um K maximo de 89,2 no CLA de 49,69 % (m/m). Ja nos SABs formados
por (NH4),SO,, para CLAs maiores que 45,99 % (m/m), o sistema formado por PEO10000

apresentou menores valores de K que o SAB constituido por PEO1500.
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Fig. 4. Efeito da massa molar do PEO nos valores de coeficiente de particdo de antocianinas em
funcdo do CLA. SAB: (A) PEO1500, (m) PEO10000 ¢ (¢) PEO35000; (A) Li,SO., (B) Na,SO,, (C)

(NH4)2804 and (D) MgSO4

Em geral, 0 aumento da massa molar do polimero reduz a concentracdo do soluto na
fase rica neste componente [30,46]. Com base na Eq. (4), isto é atribuido a reducgdo da
densidade numérica da fase, uma vez que quanto maior a massa molar do polimero, menor
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sera 0 numero de moléculas por unidade de volume. Consequentemente, a entropia das
moléculas de antocianina na fase superior serd reduzida [30]. Esta contribuicdo entropica
justifica a diminuicdo nos valores de Ka para o polimero de maior massa molar na Fig. 4C,
para CLAs maiores que 45,99 % (m/m). Ja o sistema formado por PEO35000 + MgSO, +
H,O apresentou comportamento contraditério aos embasamentos do modelo de Johansson et
al. [41] com maior Ka para o sistema formado pelo polimero com maior massa molar. A
semelhanca dos valores de Ka apresentada nos sistemas nao afetados pela variagdo da massa
molar do polimero nos leva a inferir que o processo de particdo do corante nesses sistemas é
entalpicamente dirigido. Os sistemas analisados sdo formados pela mesma unidade repetitiva
de 6xido de etileno, assim, as interacdes entre as antocianinas e macromoleculas sao idénticas,

ou seja, a varidvel w, na Eq (5) terd o mesmo valor para todos os sistemas analisados,

justificando os valores semelhantes de Ka.

3.3. Influéncia da hidrofobicidade do polimero

A Fig. 5 mostra a influéncia da hidrofobicidade do polimero sobre o comportamento

de particdo das antocianinas para quatro SABs. Resultados semelhantes foram obtidos para

SABs formados por (NH4),SO4 e MgSQO,.
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Fig. 5. Efeito da hidrofobicidade do polimero nos valores de coeficiente de particdo de antocianinas
em fungdo do CLA para sistemas formados por Na,SO,. SAB: (A) PEO1500, (m) PEO10000, (e)

PEO35000 e (o) PPO400.

Os sistemas formados por polimeros constituidos por unidades repetitivas hidrofilicas
de oxido de etileno (Fig. 6A), PEO, foram mais eficientes na transferéncia do corante para a
fase superior, com Ka méximo de 61,1 para o CLA de 46,97 % (m/m) do sistema PEO1500 +
Na,SO4 + H,O (Fig. 5). Os sistemas constituidos por polimero com unidades repetitivas
hidrofébicas de 6xido de propileno (PO) (Fig. 6B), PPO, apresentaram menores valores de
Ka, sendo o méximo 13,1 para o CLA de 77,72 % (m/m) (Fig. 5). Este comportamento de

particdo reflete o carater hidrofilico do corante estudado (Fig. 3).

H
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Fig. 6. Estrutura molecular dos monémeros: (A) oxido de etileno, formador do PEO (B) dxido de

propileno, formador do PPO.
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O baixo coeficiente de particdo do corante para a fase rica em PPO indica o potencial
destes sistemas para a remocdo de lipideos e compostos hidrofébicos, tais como clorofilas,
extraidos juntamente com as antocianinas. Possivelmente, esses compostos terdo maior
afinidade pela fase superior dos sistemas hidrofobicos, enquanto as antocianinas foram
igualmente distribuidas (Ka = 1,1) entre as duas fases do SAB composto por PPO400 +
Na,SO4 + H,O quando o experimento foi realizado no CLA de 31,10 %(m/m). Realizando
extracOes liquido-liquido consecutivas seria possivel recuperar guantitativamente o corante

natural antocianina.

3.4. Variacdo da energia livre de Gibbs de transferéncia das antocianinas

(AyanG)

trans

Um pardmetro termodindmico importante que determina a espontaneidade dos
fendmenos que ocorrem na natureza é a energia livre de Gibbs. Essa variavel expressa a
variacdo da energia livre de Gibbs do sistema, ocasionada pela transferéncia de 1 mol de

antocianinas da fase inferior para a fase superior, A . G, através da Eq. (2).

trans

A Tabela 2 apresenta os valores do A, .G do corante para 0s sistemas aquosos

trans
bifasicos estudados. A espontaneidade da transferéncia das moléculas de antocianinas foi
investigada em funcdo da massa molar e hidrofobicidade do polimero, natureza do eletrolito e

CLA. Todos os sistemas analisados apresentaram valores negativos de A... G, variando de

trans
-0,2 a -11,1 kJ mol™, indicando que a transferéncia das antocianinas da fase inferior para a

superior € um processo espontaneo.
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Tabela 2. Valores de A

trans

G obtidos para a transferéncia das antocianinas em diferentes SABs.

PEO1500+Li,S04+H,0 PEO1500+Na;SO4+H,0
CLA/ Ay G/ CLA/ Ay G/
% (m/m) kJ mol™ % (m/m) kJ mol™
29,43 9,6 32,51 -8,8
34,97 -10,1 35,96 9,3
41,71 -10,5 40,1 9,6
46,36 -10,8 46,97 -10,2
51,67 11,1 50,89 9,9
PEO 1500+MgS04+H,0 PEO1500+(NH,),SO4+H,0
CLA/ Ay G/ CLA/ Ay G/
% (m/m) kJ mol™ % (m/m) kJ mol™
33,81 -9,6 29,57 -7.9
40,12 -10,3 42,04 -9,0
43,76 -10,3 50,79 9,8
47,28 -10,2 59,7 -10,1
52,4 -10,4 64,8 -10,4
PEO10000+Li,S04+H,0 PEO10000+Na,S04+H,0
CLA/ AynG/ CLA/ AyanG/
% (m/m) kJ mol™ % (m/m) kJ mol™
21,69 7.7 20,52 -7.3
26,46 -8,7 27,94 -8,3
30,52 9,3 34,82 -8,8
33,89 9,5 39,32 -9,4
37,23 9,7 44,01 -9,4
PEO10000+MgSO,+H,0 PEO10000+(NH4),S04+H,0
CLA/ AyanG/ CLA/ AyanG/
% (m/m) kJ mol™ % (m/m) kJ mol™*
20,46 -6,6 30,22 -8,2
31,03 9,1 38,41 -8,7
39,2 9,8 45,99 -8,8
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46,16 -10,1 52,79 -8,7

53,01 -9,5 56,84 -9,5
PEO35000+Na,SO4+H-,0 PEO35000+MgSO4+H,0
CLA/ Ayan G/ CLA/ Ayan G/
% (m/m) kJ mol™* % (m/m) kJ mol™
19,47 -7,2 18,87 -1,5
23,68 -7,8 28,01 -8,6
29,22 -8,5 36,11 -9,5
34,55 -9,6 42,92 -11,0
38,39 -9,7 49,69 -11,1
PPO400+(NH,4),SO4+H,0 PPO400+MgSO4+H20
CLA/ Ayan G/ CLA/ Ayan G/
% (m/m) kJ mol™ % (m/m) kJ mol™
48,35 -6,7 31,77 -7,6
62,78 -4,7 47,85 -8,4
72,89 -4.7 58,22 -8,2
79,73 -5,5 70,95 -8,5
48,35 -6,7 81,03 -8,1
PPO400+Na,SO4+H,0
CLA/ A G/
% (m/m) kJ mol™
311 02
47,64 48
58,89 -6,1
69,34 -5,4
77,72 -6,4

A Fig. 7 apresenta uma analise grafica para a influéncia do CLA sobre os valores de

A0 G para sistemas formados por PEO1500 + eletrdlito (LioSO4 / NaxSOs / (NH4)2SO4 /

MgSQ,4) + H,0. Os resultados indicaram que o aumento do CLA foi responsavel pela

diminuicdo dos valores de A,...G, ou seja, a particdo do soluto se torna mais esponténea a

trans
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medida que a diferenca entre as propriedades termodindmicas intensivas das fases se torna
maior. O efeito do eletrolito também pode ser analisado através da Fig. 7, onde o sal Li,SO4

foi responsavel pelo processo mais espontaneo de particao, independente do CLA analisado.
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Fig. 7. Efeito da natureza do eletrolito na variagdo da energia livre de Gibbs de transferéncia das
antocianinas em funcéo do CLA para sistemas formados por PEO1500. SAB: (0)Li,SO,, (0) Na,SOy,

(A)MgSO04, (¥)(NH4)2SOs.

Os resultados da Fig. 8 evidenciam que o segmento 6xido de propileno presente no
polimero PPO tende a reduzir a eficiéncia com que o corante particiona para a fase superior,
apresentando A, G maximo de -0,2 kJ mol™ para o CLA de 31,10 %(m/m) do sistema
PPO400 + Na,SO4+ H,0. A semelhanca nos valores de A,,,G para CLAs comparaveis, dos

sistemas constituidos por PEO indica que a utilizacdo de qualquer um destes sistemas seria

viavel para a purificacdo do corante.
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Fig. 8. Efeito da hidrofobicidade do polimero na variagdo da energia livre de Gibbs de transferéncia

das antocianinas em funcdo do CLA para sistemas formados por Na,SO,. SAB: (A) PEO1500, (m)

PEO 10000, (¢) PEO 35000 € (o) PPO 400.

O efeito da massa molar do polimero sobre A, .G foi estudado para sistemas

formados por PEO1500, PEO10000, PEO3500 e os eletrolitos Li,SO4, Na;SO4, (NH4)2SO4 €
MgSQ, (Fig. 9). Para CLAs proximos, observou-se que o tamanho da cadeia polimérica ndo
influenciou significativamente na particdo do corante, indicando a pequena contribuicédo

entropica para os valores de A,,..G e semelhanca nas interagbes estabelecidas entre as

moléculas das antocianinas e as macromoléculas de PEO.
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Fig. 9. Efeito da massa molar do PEO nos valores da variacdo da energia livre de Gibbs de

transferéncia das antocianinas em funcéo do CLA. SAB: (A) PEO1500, (m) PEO10000 and (e) PEO

35000; (A) Na2804, (B)L|2804, (C) (NH4)QSO4e (D) MgSO4
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4, Concluséao

Verificou-se a possibilidade de utilizacdo dos sistemas aquosos bifasicos (SAB) como
metodologia de purificagdo do corante natural antocianina. Os SABs se baseiam nos
principios da quimica verde, sdo eficientes e economicamente viaveis. Os SABs foram
formados pela mistura de uma solucdo polimérica (PEO1500, PEO10000, PEO35000 ou
PPO400) e uma solucdo de eletrolito (Li,SO4, Na;SO4, MgSO; ou (NH4).SO4). O
comportamento de parti¢cdo do corante foi verificado em funcdo do comprimento da linha de
amarracdo (CLA), natureza do eletrélito, hidrofobicidade e massa molar do polimero. Em
geral, o aumento do CLA e o emprego do Li,SO, como eletrdlito formador do sistema
conduziu a maiores valores de Ka. O corante transferiu-se preferencialmente para a fase
superior dos sistemas formados por polimeros constituidos por unidades repetitivas
hidrofilicas de 6xido de etileno quando comparado com sistemas formados por polimeros com
unidades repetitivas hidrofobicas de 6xido de propileno. Os sistemas constituidos por Li,SO4
ou Na,;SO,4 ndo foram afetados pela variacdo da massa molar do polimero. Os valores de Ka
variaram de 1,1 a 89,2, indicando que as moléculas do corante concentraram-se
preferencialmente na fase rica em polimero. Este processo de transferéncia do corante para a

fase superior foi espontaneo para todos os sistemas analisados (A,,,.G <0) devido a um

balanco de fatores entrdpicos e entalpicos.
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