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RESUMO

SENRA, Tonimar Domiciano Arrighi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2010. Termodinamica e otimizacdo da transferéncia de
norbixina em sistemas aquosos bifasicos. Orientador: Luis Henrique
Mendes da Silva. Coorientadores: Maria do Carmo Hespanhol da Silva e
Luis Anténio Minim.

Particdo do corante natural norbixina (Ky) foi estudado em sistemas
aquosos bifasicos formados pela mistura de solu¢cées de polimero ou
copolimero com solucdo aquosa de sal (tartarato ou succinato de sodio). O
coeficiente de particdo do corante norbixina foi investigado como funcéo do
pH, massa molar do polimero, hidrofobicidade, comprimento da linha de
amarragdo (CLA) do sistema e natureza do eletrolito. Através de
planejamento composto de face centrada (CCF), determinou-se a otimizacéo
do processo de particdo da norbixina, onde verificou-se que tal fenémeno é
altamente dependente da natureza do eletrdlito e hidrofobicidade do sistema,
bem como do valor do CLA. Valores de Ky entre 8 e 130 foram encontrados,
indicando a potencialidade dos SAB como método de pré-
concentracdo/purificacdo do corante norbixina. Moléculas de norbixina se
concentraram na fase rica em polimero indicando uma interacdo entalpica
especifica entre o soluto e o pseudo-polication, o qual é formado pela
adsorcdo do cation ao longo da cadeia polimérica. Os parametros
termodindmicos de transferéncia (A.-G,AHeAn,S) indicam que a
concentracéo preferencial da norbixina na fase superior € favorecida pelos

fatores entalipicos e entropicos, pois ambos contribuem para uma reducéo

para a energia livre de Gibbs do sistema.
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ABSTRACT

SENRA, Tonimar Domiciano Arrighi, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
July of 2010. Thermodynamic and otimization of norbixin transfering in
agueous two-phase system. Adviser: Luis Henrique Mendes da Silva. Co-
Advisers: Maria do Carmo Hespanhol da Silva and Luis Antonio Minim.
Partition of natural dye norbixin have been studied in aqueous
biphasic systems formed by mixing solutions of polymer or copolymer with an
agueous solution of salt (sodium tartrate or succinate). The partition
coefficient of dye norbixin, k,, was investigated as a function of pH, polymer
molecular weight, hydrophobicity, Tie-Line Length (TLL) of the system and
nature of the electrolyte. Using a face-centered central composite design
(CCF) it was determined the optimum conditions for the partitioning process
of the norbixin, where it was found that this phenomenon is higly dependent
on the nature of the electrolyte, polymer hydrophobicity and values of TLL.
Values between 8 and 130 were found, indicating the potential of ATPS as a
method of pre-concentration/purifying dye norbixin. The molecules of norbixin
concentrated on polymer-rich phase indicating a specific interaction enthalpy
between the solute and pseudo-polycation, which is formed by the cation
adorption along the polymer chain. Thermodynamic parameters of transfer
(A,-G, A, H e A,.S) indicate that the preferencial concentration of norbixin the top

phase is favored by enthalpic and entropic factors, since both contribute to a

reduction for the Gibbs free energy of the system.
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Capitulo 1
Revisao de Literatura
1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

As buscas por corantes de origem natural pelas industrias alimenticia
e téxtii véem aumentando, principalmente apds a restricdo imposta pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS/FAQO) ao uso de corantes sintéticos
em alimentos e a crescente preocupacdo de tornar 0os processos industriais
menos impactantes ao meio ambiente.

A cor estd associada com muitos aspectos da nossa vida. Com
relacdo aos alimentos e produtos industrializados, um dos principais fatores
para avaliar a qualidade de um produto é a cor, pois se ela ndo for adequada
a cada produto, os consumidores nao desfrutardo do sabor ou da textura de
qualquer produto. Na industria alimenticia a cor também pode ser a chave
para se classificar o alimento como seguro, com boas caracteristicas
estéticas e sensoriais: cores indesejaveis na carne, frutas e vegetais nos
avisam sobre um perigo potencial ou pelo menos a ocorréncia de alteracéo
de sabores, entre outras reacoes.

O urucum é a fonte do corante natural mais utilizado no mundo. O
corante do urucum apresenta caracteristicas raras, como a possibilidade de
obtencdo de extratos hidrossolaveis ou lipossoluveis, além da estabilidade
adquirida quando se liga a certas proteinas. Isso torna o urucum um dos
principais corantes naturais para alimentos®. O urucum também é aplicado
em varios outros segmentos, como no tingimento de tecidos, para dar cores
aos vernizes, em racgdes para aves, na medicina®®, produtos farmacoldgicos,

cosméticos e aplicacdes tecnolégicas’®.



Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de sementes de
urucum que responde por aproximadamente 70% de todo o urucum
produzido no mundo, porém o produto brasileiro no mercado internacional é
considerado de baixa qualidade®. Os Estados Unidos, Reino Unido, Franca,
Japao™ sdo os maiores importadores deste corante.

O principal pigmento do urucum é o carotendide bixina que representa
mais de 80% dos carotendides totais presentes na semente. Este composto
apresenta a sua tonalidade variando entre o amarelo e o vermelho. A
vantagem desse pigmento em relacdo aos corantes sintéticos do tipo azo
utiizados na industria alimenticia € a sua estabilidade em alimentos
processados na presenca de agentes redutores (diéxido de enxofre, acidos
ascorbicos e citricos e alguns flavorizantes) e oxidantes (cloro e hipoclorito).
Essa maior estabilidade faz com que os alimentos mantenham a sua
coloracdo por mais tempo.

Normalmente sao utilizados processos mecanicos ou extragado com
solvente para obter o corante urucum, sendo que 0S processos mecanicos
envolvem atricAo ou raspagem das sementes. Os extratos obtidos das
sementes de urucum apresentam propriedades corantes diferentes
dependendo do processo de extracdo empregado, uma vez que métodos
diferentes levam a formacédo de produtos com diferentes tonalidades e
solubilidades. A bixina apresenta instabilidade, sofrendo degradacao quando
exposta a certas condicdes de temperatura, luz e ar***>. A temperatura do
processo de extracdo dos pigmentos € a principal responsavel pelo balanco
vermelho/amarelo da coloracdo, pois este fator € o principal responsavel

pela degradacdo ou isomerizacdo do pigmento principal. Uma vez que o



produto final é altamente dependente do processo usado, € necessario um
incremento da tecnologia de processamento da semente de urucum*®*® para
obtencdo de um extrato de maior qualidade, além de permitir um uso mais
racional da matéria-prima.

Os processos de extragdo do corante atualmente existentes nao
garantem uma padronizagado do produto final nem a obtencdo de um extrato
com pureza elevada®™.

Portanto é necessario o desenvolvimento de tecnologia'®*® que
conduza nao s6 a extracao do pigmento bruto, mas principalmente que leve
a obtencdo de bixina de elevada pureza, agregando assim valor ao produto
final obtido. E nesse contexto o presente trabalho prop6e a aplicagdo dos
chamados sistemas aquosos bifasicos (SAB) como método para extracao
dos pigmentos do urucum. Nos SAB o componente principal nas duas fases
€ a agua, assim esse sistema de extracao liquido-liquido, pode ser utilizado
como uma tecnologia de extracao eliminando por completo a utilizagédo de
solventes organicos as vezes toxicos, inflamaveis e volateis.

O objetivo deste trabalho é realizar um estudo termodinamico do
comportamento de particdo do extrato de urucum em diversos SAB formado
pela mistura de polimeros ou copolimeros bloco, com sais organicos. Sera
avaliado a influéncia da massa molecular e hidrofobicidade do polimero, tipo
do eletrélito, composicdo do sistema e pH do meio para obtencdo de um

produto de maior qualidade, e assim apresentar os SAB como uma técnica

eficaz e ambientalmente correta para obtencdo de corantes naturais.

1.1 — O Urucum



O nome cientifico do urucum, Bixa orellana foi dado por Francisco
Orellana, ap6s uma expedicdo na regido na Amazonica Setentrional.
Quando o0s conquistadores espanhois chegaram ao Novo Mundo
conheceram muitas plantas cujos extratos eram empregados pelos Maias e
Astecas. Uma destas plantas, o urucum, existente ao longo da América
tropical era usado como extrato para tingir tecidos e pintar o corpo, além de
ser utilizada junto a vanilina na formulacdo de uma bebida a base de
cacau®. O urucum é uma planta da familia das Bixaceas e é conhecido pelo
seu nome botanico por Bixa orellana L. Esta planta recebe diferentes
denominagbes populares ao redor do mundo: Urucu, urucum e agafroa
(Brasil), atole, achiote e bija (Peru, Coldmbia e Cuba), achiote, bija, onoto
(Venezuela), uruka (Paraguai), rocou e rocoyer (Republica Dominicana e
Guiana francesa), rocuyer (Franca), changuarica, pumacua e Ku-zub,
(México). Outras denominagfes encontradas na literatura sdo: ufiafié, eroya,
chagerica, orelana, ranota, annatto e lipstick (USA)?*%,

A familia da Bixaceae apresenta somente um género, Bixa L., com 6
espécies tropicais, onde somente a B. orellana (urucum) tem a capacidade
de sintetizar no pericarpo da semente pigmentos naturais derivados dos
carotendides economicamente importantes como corantes, dentre eles
bixina (90Z-6,60-diaopcaroteno-6,60-dioato), um apocarotendide
amplamente usado como corante na indistria de alimentos®.

O urucuzeiro pode viver até 50 anos, sendo de 30 a sua vida util
econdmica®. Sdo conhecidas, hoje, diversas variedades, entretanto, as mais

comuns sao: Focinho de rato, Cabeca de moleque, Peruana e Wagner. Esta

altima apresenta vantagens sobre as demais; além de possuir suas



cachopas indeiscentes (ndo se abrem ao secar no pé) sao trivalentes, tendo
em média 104 sementes de cachopa, ou seja, o dobro das demais
variedades nativas conhecidas®.
1.1.1 — Mercado do Urucum

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de urucum e seu
plantio € realizado principalmente nas regides Norte e Nordeste, tendo se
expandido nas Ultimas décadas a outras regibes como a Sudeste,
destacando-se os estados de S&o Paulo e Minas Gerais®.

O trecho a segquir retirado do livro Pigmentos de urucum: extracao,
reacbes quimicas, usos e aplicacbes do professor Paulo César Stringheta

traz a idéia de como esta o mercado desta planta no Brasil.

Além das industrias de alimentos, de cosméticos, farmacéutica e
téxtil vém também aumentando, ano apds ano, a procura pelos
corantes de origem natural. A tendéncia pela substituicdo dos
corantes sintéticos por outros de origem natural, tornou
crescente a demanda do mercado internacional por corantes de
urucum.

O mercado de urucum no Brasil, assim como qualquer outro
mercado do género agricola esta suscetivel as condicbes de
preco, clima e demanda. Assim sendo, tem-se épocas mais
favoraveis e outras nem tanto, o que faz com que pequenos
produtores sofram mais fortemente essas oscilagcdes de mercado
do que os grandes produtores.

O urucum tem o seu preco no mercado internacional variando
de acordo com a percentagem de bixina presente nas sementes.
Existem diversas variedades de urucum, mas como o seu plantio
vem sendo feito no pais de forma empirica ainda ndo foram
obtidos resultados de pesquisa significativos. Sabe-se que o teor
de bixina na semente pode variar desde indices baixissimos
(0,2%) até taxas consideradas ideais (4 ou 5%). Estudos
realizados pela EMBRAPA, mostraram que as regides Norte e
Nordeste sdo as que apresentam as maiores concentracoes de
bixina. Isso foi atribuido a maior intensidade de irradiacdo
solar e a umidade ambiental de tais regides. As sementes sao
consideradas de boa qualidade quando apresentam um teor
minimo de 2,5%7%.




Tem-se conhecimento de aproximadamente 35 industrias
produtoras de corantes no territdrio nacional. Desse total,
54,17% sdo de corantes naturais e 12,5% sdo de corantes
artificiais. As principais aplicacdes dos corantes a base de
urucum, na industria alimenticia, sao:

No setor de embutidos (salsichas), onde o consumo é de cerca
de 1,5 milh&o de litros por ano do corante liquido hidrossolavel
(norbixina);

Nas industrias de massas, onde o consumo é de cerca de 500
mil litros por ano do corante lipossoltvel (bixina);

Nas industrias de queijo (tipo prato), onde o consumo € de cerca
de 200 mil litros por ano do corante liquido lipossoluvel;

Nas industrias de sorvetes e confeitaria, onde o consumo é de
cerca de 120 mil litros por ano do corante hidrossolUvel.

Estima-se que mais de 2,8 toneladas/ano de bixina e norbixina
sejam consumidos em outros alimentos, como o iogurte, recheio
de biscoitos, snacks, colorificos, sobremesas em po, bebidas
lacteas, misturas em pd, confeitos, bebidas isotdnicas, polpas,
sucos de frutas e em outras aplicagdes ndo alimenticias
(cosméticas, farmacéuticas e indUstrias téxteis).?

A grande maioria das industrias de processamento de corante se
localizagdo no estado de S&o Paulo, as quais se destinam quase
majoritamente a producdo dos corantes naturais para atender a demanda do
mercado.

A seguir tem-se algumas informacdes a respeito do mercado de
urucum no Brasil, nos Gtlimos anos?’.

Tabela 1: Dados referentes a producao brasileira de urucum no periodo de
2004 a 2008.

Urucum (semente)

2008 2007 2006 2005 2004

Valor (mil reais) 28.341 33.684 23.164 30.741 23.070
Preco médio (R$/Kg) 2,2093 2,4115 2,0874 12,2333 11,7170
Quantidade Produzida (toneladas) 12.828 13.968 11.097 13.765 13.436
Area Plantada (hectares) 12.413 11.581 10.382 11.674 11.995
Area Colhida (hectares) 12.148 11.358 10.375 11.622 11.892

Rendimento (kilograma/hectare) 1.065 1229 1.069 1.184 1.129

Dados obtidos IBGE. Produgéo Agricola Municipal. Disponivel em:
http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/agric/default.asp
?t=28&z=t&0=11&ul1=1&u2=1&u3=1&u4=1&u5=1&ub6=1: Acesso em 12 junho 2010



Pela andlise da tabela acima pode-se perceber que o preco de
mercado do urucum tem se mantido estavel desde 2005, o que levou ao
crescente aumento da area plantada e colhida de tal cultivo, além de ser um
mercado que movimenta internamente um valor minimo de 30 milhdes de
reais. E significativo destacar que o mercado do urucum tem um potencial
para gerar um valor favoravel a balanca comercial brasileira muito maior,
uma vez que se pode agregar mais qualidade aos produtos oriundos do
urucum, ao se realizar o processamento do mesmo, com conseqlente
melhora do preco. Por isso a importancia de dominar técnicas de
extracao/purificacéo eficientes.

Para reforcar o que foi dito acima tem-se os dados apresentados pelo
pesquisador Camilo Flamarion de Oliveira (EMBRAPA-Paraiba) numa
apresentacao dada a EPAMIG em 2007 (Tabela 2),

Tabela 2:Producdo mundial de urucum

Producdo de Urucum (semente)

Mundo América Africa Asia Brasil
Latina
t/ano 17.500 15.000 1.400 1.100 12.000

Pode-se perceber a importancia econdémica para o Brasil da producéo
de urucum, uma vez que a producado brasileira correspondemos por quase
70% de todo o urucum produzido no mundo.

Assim a médio e a longo prazo ndo seria aconselhavel a exportacéao
da matéria-prima urucum in natura (sementes), ao invés do corante
industrializado. Sdo muitas as vantagens de exportar o corante processado
ou semi-processado, principalmente na forma de pé, facilitando o manuseio,
transporte, estocagem e a versatilidade de produtos em que poderia ser

utilizado. Este fato deveria ser cuidadosamente observado, ja que nos
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dltimos anos a demanda mundial de corantes de urucum vem crescendo
significativamente, indicando, possivelmente, uma abertura neste mercado
em que a insercdo de novas industrias seria potencialmente rentavel®.

1.1.2 — Usos e Utilidades

O principal produto obtido do cultivo do urucuzeiro é a dos corantes
bixina e norbixina. A bixina de coloragdo variando de vermelho a castanho
avermelhado é lipossoluvel e a norbixina de coloragdo castanho-
avermelhado a castanho, é hidrossolavel®.

Nos ultimos cem anos, os corantes de urucum eram utilizados em
laticinios com alto teor de gordura como, por exemplo, manteiga e queijos. E
atualmente a sua aplicacdo se estende para produtos como cereais,
salgadinhos, sorvetes e temperos®’.

Outras aplicacdes industriais sdo dadas sob a forma de®:

Colorau — obtido através da mistura do p6 pigmentoso de urucum
com fuba, este na propor¢édo de 90%. E usado como condimento caseiro.

Oleo - produzido dos gréos, apds a extragéo do pigmento e usado na
composicdo de varios produtos industriais, um deles empregado no
revestimento das laranjas, para |he conferir melhor apresentacdo e
conservagao.

Pasta, p6 soluvel e oleosos — na industria, sdo usados para tingir
tecidos, nas cores amarela, alaranjada e vermelha forte, e também para
avivar e modificar certas tintas. Sado usados, ainda, para dar cores aos
vernizes, as graxas animais — especialmente queijos, manteigas e salsichas

— aos sorvetes, picolés e refrigerantes, bem como as bebidas alcodlicas e

carnes em geral.



Racdes para aves em postura - o grao triturado do urucum entra na
proporcdo de 0,8% nas racBes avicolas, pois o caroteno influencia a
pigmentacdo da casca e da gema dos ovos.

Medicina — como antidiarrético, antifebril. As sementes sao reputadas
como estomaticas e tonificantes do aparelho gastrointestinal. A massa do
urucum € usada eficazmente nas queimaduras, evitando formacdo de
bolhas. Além disso, dados recentes usando bixina em culturas de linfocitos
humanos sugerem que este carotendide pode atuar como um agente
protetor dos efeitos clastogénicos de agente antitumorais®®. A norbixina, o
carotendide descarboxilado solivel em agua encontrado também na
semente do annatto, foi observado ter propriedades antigenotédxicas
baseadas em sua protecdo de células de Escherichia Coli contra indutores
de danos ao DNA, a radiacdo UV, o peréxido de hidrogénio (H,O,), e os
anions superoxido (0O,--), e apresentou também propriedades

antimutagénicas®. Assim a sintese de derivados semi-sintéticos da bixina
vem sendo pesquisada, com vistas a oferecer a0 mercado uma nova
geracao de antioxidantes mais eficazes, como também farmacos, destinados
a aplicacbes especificas, como por exemplo, na composicdo de drogas
antitumorais, fotoprotetoras entre outras*’. Também foi relatado
recentemente atividade antimicrobiana®, antiinflamatéria e analgésica na
solucdo aquosa dos fruto de Bixa orellana L.**. Na medicina popular as
sementes do urucuzeiro séo largamente empregadas como expectorante, na
forma de xarope; em decocto, sdo usadas para gargarejos, como laxativas,
estomaticas, anti-hemorragicas, cicatrizantes e contra dispepsia®*. As

sementes secas, em maceracdo ou decoccdo, também sdo usadas nos



males de figado, tuberculose, afec¢cdes do coracdo, problemas na pele,
antipirético e antiinflamtoério®“°. As sementes servem ainda como antidoto
para o acido prussico que é aplicado nos casos de envenenamento com
mandioca**, como antidoto para o acido cianidrico, na terapia de bronquite e
queimaduras®?.

Cosméticos — na fabricacdo de pos faciais, esmaltes, batons e creme

bronzeador da pele.

1.1.2.1 — Extrato de Urucum

O extrato de urucum é um dos mais antigo corantes®®, utilizado desde
a antiguidade para a coloracdo de alimentos, téxteis e cosméticos. Tem sido
utilizado nos Estados Unidos e Europa por cerca de 100 anos como aditivo
de cor a manteigas e queijos. O principio ativo desse extrato se deve aos
carotendides bixina, quando em suspensao oleosa, e norbixina em solucdo

44,45

alcalina Esses carotendides apresentam a estrutura molecular

demonstradas abaixo.

O OH
20'
8 LT
j\/S 10 12 14 ;5'\;13/11.
HO /\/\/ CHs
7 Hy 11 CH; 15 14 128 10 19'
19 20

Figura 1: Estrutura molecular da bixina: C,5H3004 (pm 394,51)
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Figura 2: Estrutura molecular da norbixina: C,4H2504 (pm 380,48)

E sugerido que a biossintese da bixina provem de um carotendide
Cao, talvez o licopeno®.
A bixina foi o primeiro cis-carotendide de ocorréncia natural a ser

isolado a partir de fontes naturais, em 1875*4

, porém a sua estereoquimica
e estrutura completa foram elucidadas somente em 1961 através de estudos
de ressonancia magnética nuclear. A estereoquimica 9’-cis dada ao
pigmento foi mais tarde confirmada através da sintese. O croméforo da
bixina € o sistema conjugado de duplas ligacbes que conferem a cor
particular da bixina, mas estas ligacdes duplas conjugadas também sédo a
fonte da susceptibilidade da bixina a alterac6es pelo oxigénio e esta é a
principal causa da sua perda de cor, assim como em outros carotendides *°.
O extrato de urucum € vendido como: p6 seco, emulsbes de
propilenoglicol/monoglicerideos, solucdes e suspensdes de Oleo e solucbes
aguosas alcalinas, as quais contém de 0,1 a 30% do corante ativo calculado

como bixina ou norbixina. Dependendo da concentragcdo e preparagéo

tonalidades variam do amarelo manteiga ao péssego*.

1.1.3 - Propriedades dos Pigmentos
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A seguir é mostrado um resumo das propriedades dos extratos das
sementes de urucum apresentadas por varios autores, comités e organismos
internacionais de controle de aditivos em alimentos e saude **. As
propriedades mais importantes sdo apresentadas a seguir.

Propriedades da bixina: lipossoluvel, solivel em cloroférmio,
acetona, éter etilico, etanol etc. e insolivel em agua; absorbancia maxima a
439 nm, 470 nm e 501 nm em cloroférmio e a 526 nm, 491 nm e 457 nm e,
dissulfeto de carbono; o coeficiente de extingdo é E**;.(470) = 28286 em
CHCI3/10 mg bixina pura; ponto de fusdo 198 °C; coloragdo amarela em
extrato diluido e vermelha escura em extrato concentrado; instavel a luz e a
temperaturas acima de 125 °C.

Propriedades da norbixina: solavel em agua, insolivel em acetona,
cloroférmio, este, 6leos e gorduras e moderadamente sollvel em élcool, e
tem absorbancia méaxima a 454 e 482 nm para solugéo de 0,01% de NaOH.

Trabalhos realizados para quantificacdo dos pigmentos das sementes
de urucum (cis e trans bixina e norbixina) por espectrofotometria e
cromatografia ja foram realizados?*. Sendo encontrados semelhantes a
outros ja reportados na literatura®, como pode ser visto na Tabela 1. Dos
métodos aplicados o0 mais preciso € o0 espectrofotométrico, onde a
quantificacéo é feita através de padrées puros da bixina ou norbixina>".

Cerca de 80% dos carotendides do urucum é a bixina, o qual
apresenta uma cor laranja e é insolavel em agua. O aquecimento sofrido no
processamento resulta na degradacao térmica da forma cis na forma trans
originando um produto amarelo "2,

A caracterizacdo dos produtos da degradacdo térmica da bixina?,
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constatou que o produto principal é o 4cido 4,8-dimetiltetradecahexanodidico
(C17), este se isomerisa em solucdo originando varios analogos da bixina e
norbixina. Em estudos posteriores®*°, foi relatado ainda a formacéo de m-
xileno e tolueno, porém este Ultimo em menores quantidades, juntamente
com o produto de degradacéo Ci5.

A tabela 3 e a tabela 4 mostram as férmulas, respectivos pesos
moleculares e estruturas quimicas dos compostos de degradacgéo do produto
amarelo.

Tabela 3-Resultados da Andlise Espectroscopicas UV-Vis

Coeficiente de Extingcao

Composto Solvente Autor  Amax (nm)

(Eom
cis-bixina CHCl3 A 501 e 470 2880 e 3230
cis-bixina CHCl3 B 501 e 470 2773 e 3092
trans-bixina CHCI; A 507 e 476 2970 e 3240
trans-bixina CHCl3 B 506 e 474 2853 e 3134
cis-norbixina 0,1 M NaOH A 482 e 453 2550 e 2850
cis-norbixina 0,1 M NaOH B 481 e 453 2503 e 2818

trans-norbixina 0,1 M NaOH A 486 e 457 ND

trans-norbixina 0,1 M NaOH B 487 e 456 ND

A = REITH e GIELEN (1971); B = SCOTTER et al. (1994); ND = néo
possivel de determinar devido a baixa solubilidade.

Tabela 4 — Nome e Peso Molecular dos Pigmentos das Sementes de

Urucum
Nome Formula molecular Peso molecular
a-bixina ou cis-bixina C25H3004 394
B-bixina ou trans-bixina CasH3004 394
a-norbixina ou cis-norbixina C24H2504 380
B-norbixina ou trans-norbixina C24H2804 380
Produto amarelo de degradacéo C17H2804 288
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Figura 3: Estrutura Quimica dos Pigmentos do Urucum

14



A instabilidade dos pigmentos do urucum pela luz, calor e pela
oxidacdo na presenca de alguns solventes foram objetos de estudos de
varios pesquisadores **°. Estes estudos procuraram explicar o mecanismo
da degradacdo e também tiveram como objetivo estabelecer faixas
operacionais para o processamento destes pigmentos.

O extrato de urucum tem uma estabilidade consideravel & oxidacéo
pelo ar em meio anidro, mas uma resisténcia mais baixa aos efeitos da luz,
0S quais sdo proporcionais a intensidade desta. A persisténcia da cor sob
forte iluminagéo pode ser aumentada pela adicdo de palmitato de ascorbil. A
presenca de radicais livres ou, qualquer promotor dessas espécies em
extratos de urucum deve ser evitada, pois estudos indicam que pode ocorrer
uma perda rapida de cor sempre que for promovida a formacéo de radicais
livres °.

As diferencas nas propriedades corantes dos extratos de sementes de
urucum resultam dos processos de extracdo, onde ha, muitas vezes, a

formacao de produtos com diferentes tonalidades e solubilidades®’.

1.1.4 — Toxicologia

Estudos sobre a toxicidade do extrato de urucum em ratos de ambos
os sexos foram realizados®®®. Onde se verificou que em dose diarias
aceitaveis (até 200 mg kg™ de massa corporal/dia) ndo induziu nenhum
aumento na incidéncia de anomalias externas visiveis ou viscerais, além de
nao ter apresentado nenhuma atividade mutagénica nas células da medula
dos mesmos.

Também foi realizado estudos sobre a atividade antimicrobiana de
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extratos etandlicos das folhas e sementes de urucum®?, os quais mostraram
atividade contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas
(Baxillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosas, Escherichia coli) e ao fungo
Candida albicans. Os resultados encontrados deram suporte ao uso do
urucum na medicina tradicional, particularmente como gargarejo para dores

de garganta e higiene oral.

1.2 — Processos de Obtencéo de Corantes de Urucum

Os pigmentos de urucum localizam-se no pericarpo das sementes, 0
que facilita a extracdo por nédo ser necessario triturar as sementes®’. Estes
podem ser extraidos por processos mecanicos (atrito ou raspagem das
sementes), fisico-quimicos (solventes) ou ainda através de enzimas®™. A
extracdo com solventes pode ser realizada por trés métodos basicos;
extracdo alcalina (solucdo de NaOH ou KOH) resultando na conversao da
bixina em norbixina; extracdo com Oleo (soja, milho) e extracdo com
solventes orgéanicos (cloroférmio, etanol, acetona, propilenoglicol). Todas as
técnicas de extracdo devem considerar a degradacéo destes pigmentos pela
luz e calor excessivos, uma vez que o0 balanco vermelho/amarelo da
coloracdo do extrato € influenciado pela temperatura e duracdo do processo

de aquecimento®’.

1.2.1 — Processos de Extracéo
As principais vantagens da extragdo mecéanica em relagéo a extragéo

por solvente sdo: a obtencédo do extrato de bixina sem a extracdo de outras
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substancias como os glicidios que agem como impurezas no concentrado de
corante; a nao utilizacdo de solventes, evitando a combinagdo destes no
extrato; a ndo necessidade de separar o solvente do extrato; e tampouco
efetuar o processo de secagem do mesmo ap6s a extracéo®’. Estas técnicas
mecanicas podem requerer um tratamento prévio das sementes, no qual
estas sdo secas a uma temperatura baixa preservando a qualidade do
pigmento®”®2®_ Processos de extracdo mecanica no qual a secagem das
sementes e extracdo do pigmento ocorriam simultaneamente ja foram

estudados®®.

1.2.1.1 — Atrito e secagem em leito de jorro

Um equipamento em que as sementes de urucum sao forgadas a
atravessar um tubo em um extrator de leito de jorro devido a passagem de
um fluxo de ar. Onde o impacto da particula solta a camada superficial da
semente e obtém-se bixina em pé com bom rendimento®.

Trabalhos realizados provaram ser eficientes a utilizagdo desse
equipamento para realizar simultaneamente a etapa de secagem e extragao
do pigmento.

Shuhama et al®*. Propuseram um novo método para a producédo de
corante de urucum em po baseado na extracao alcalina das sementes e uma
posterior secagem do extrato em um secador de leito de jorro contendo
particulas inertes (Figura 4). Neste trabalho eles obtiveram um corante em
p6 com elevado teor de pigmento. Porém em temperaturas superior a 80 °C
houve reducdo brusca do teor de norbixina, devido principalmente a

degradacé&o térmica do composto.
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1- Ventilador

2- Aquecedor

3- Medidor de fluxo

4- Valvula

5- CAmara de secagem
6- Termopares

7- Extrato de urucum
8- Bomba peristaltica
9- Ciclone

10- Coletor de po

Figura 4: Esquema do secador do leito de jorro.

1.2.1.2 — Raspagem e Peneiramento

Sdo métodos rusticos para obtencdo do corante, os quais
proporcionam baixo rendimento, por isso ndo sao utilizados em escala
industrial. A raspagem pode ser feita com escovas de nailon, na superficie
externa das sementes. E 0 peneiramento € feito proporcionando-se agitacdo
as sementes em uma peneira, de forma que a camada externa das mesmas

se desprendam e sejam separadas, originando uma “massa” corante.

1.2.1.3 - Lixiviacdo das sementes com agua e agitacao

E o método mais antigo de extracdo industrial, e ainda é utilizado
pelos indios. Baseia-se na atritagem mecéanica, que € fornecida pela
agitacdo das sementes de urucum em agua, que desaloja e separa a

camada de pigmento. Obtendo-se uma suspensdo corante, que pode ser

filtrada ou centifugada, e € submetida & secagem, originando uma pasta com
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um conteltdo de cerca de 20% de bixina. Tal pasta pode ser diluida tanto em
Oleo vegetal quanto em solucdo alcalina, dependendo do fim a ser
empregado. Um fato desfavoravel € a presenca de impurezas que sao
provenientes das sementes, que, sdo arrastadas juntamente com a bixina
pela agua®.

Alguns trabalhos foram realizados buscando otimizar tal método. E
eles verificaram que o tempo de agitacao tem influéncia na porcentagem de
extracao, tendo encontrado um teor médio do pigmento variando entre 31 e

46%°°.

1.2.1.4 — Extragdo com CO; Supercritico

Processo que utiliza tecnologia limpa, que ndo deixa residuos, utiliza
solventes ndo toxicos, com preservacao das propriedades das matérias-
primas e a producdo de produtos com alta qualidade sé&o algumas das
caracteristicas interessantes do emprego de fluidos supercriticos na
producdo de bixina. Esses fatos caracterizam esse processo de extracao
com uma alternativa eficaz para buscar minimizar as limitagdes dos métodos
comumentes usados para a extracdo dos corantes de urucum?.

Nessa técnica um solvente que se encontra no estado termodinamico
supercritico € usado, e isto possibilita um aumento drastico, da solubilidade
de certos compostos. O que a torna atrativa e promissora para a separagao
de modo seletivo. A figura 5 apresenta um esquema basico de um extrator

com CO; supercritico.
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Figura 5: Esquema de extracdo com CO; supercritico.

1.2.1.5 — Extracdo com Oleos Vegetais

Realizado pela imersdo da semente em 0leo vegetal comestivel e
refinado para produzir uma solucéo oleosa de bixina, que é entdo aquecida e
filtrada. O filtrado é comercializado como um corante para alimentos rico em
lipidios. Tal extrato apresenta em média 1,5% de bixina. Tal processo tem
que considerar a relacdo entre tempo/temperatura, uma vez que O
aguecimento pode gerar compostos de degradacdo da bixina, os quais
normalmente tendem a aumentar a intensidade da cor amarela do extrato. O
esquema abaixo descreve as etapas para a producdo de extratos oleosos de

urucum?®.
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Figura 6: Sequéncia das etapas do processamento para producdo de

extratos oleosos de urucum?.

1.2.1.6 — Extragdo com Solventes

A bixina presente na semente de urucum pode ser extraida por meio
de solventes organicos ou solugdes alcalinas. Na literatura sédo encontrados
varios processos de extracdo de corantes de urucum utilizando diferentes
solventes organicos como etanol, acetona, cloreto de etila e outros®*®1%%8,

INGRAM e FRANCIS® aplicaram dois métodos para a extracdo dos
pigmentos das sementes de urucum. O primeiro consiste na producao de
uma massa através da extracdo por solvente organico seguida de
purificacdo, precipitacdo e cristalizacdo para obtencdo da bixina pura;
segundo refere-se a producdo de um concentrado em bixina através da
extracdo com Oleo vegetal ou propilenoglicol a 125 °C.

BHALKAR e DUBASH™ avaliaram diferentes métodos de extracao,
onde eram utilizados agua, alcali e solventes organicos. Eles concluiram que
a extracdo com solvente organico € a metodologia mais simples e eficiente.

CARVALHO®® apresentou dois processos para extracdo dos

pigmentos das sementes de urucum. O primeiro utiliza solventes orgénicos
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gue tenham propriedade de solubilizar a bixina. O segundo utiliza solventes
alcalinos para obtenc&o da norbixina; estes processos permitiram obter um
produto concentrado em até 50% em pigmentos do urucum.

SILVA et al.”* estudaram a extracéo dos pigmentos das sementes de
urucum em leito fixo com solventes nos estados liquido e vapor, sendo que o
rendimento da extragdo foi maior usando solvente com temperatura acima
do ponto de ebulicdo. Testaram varios solventes, sendo que 0s mais
eficientes foram o cloroférmio, a acetona, o éter etilico e o etanol. Neste
trabalho, constataram que abaixo de 80° C a degradacédo da bixina pelo
calor é desprezivel. Verificaram também que na extracdo dos pigmentos
com as sementes trituradas o rendimento ndo aumentou, além do
inconveniente do arraste de impurezas pelo solvente.

PIMENTEL? aplicou a precipitacdo acida para purificar os extratos
das sementes de urucum obtidos através de hidroxido do potassio 0,1N e
hidréxido de amobnia 0,52N em etanol a 58%. Os produtos purificados
apresentaram maiores teores para a extracdo com hidroxido de amdnia e
etanol os quais foram obtidos na forma liquida, pasta ou po.

ALVES® estudou a extracdo dos corantes utilizando agua e etanol
como solventes e com agitacdo mecanica. A extracdo mais eficiente se deu
com etanol como solvente, alcancando extratos com teores de 32%,

calculando como norbixina, e um rendimento de extragéo de 79%.

1.2.1.7 - Extragdo com Solugdes Alcalinas
Processo industrial mais simples e mais usado para a producao de

corantes de urucum. Considera o fato de que o pigmento (bixina) ndo é
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solivel em agua, exceto quando em meio alcalino, onde pode ocorrer a
saponificacdo do pigmento, levando a formacdo da norbixina que é o
pigmento hidrossolluvel, devido a perda do grupo metila por hidrdlise alcalina
da bixina. Comumente, os hidréxidos de sddio ou potassio (NaOH ou KOH)
sdo os mais utilizados, mas também podem ser aplicados o hidréxido de
amonio (NH,OH) e carbonato de sédio (Na,COs3)°.

A reacao de saponificagcdo da bixina em norbixina ocorre em valores
de pH acima de 10 e é dependente, em grande parte, da concentracao e tipo
da base utilizada, e em menor extensdo, do tempo e da temperatura de
extragcdo. De modo geral quanto mais concentrada a base, mais completa
sera a reacdo de saponificacdo. Quanto ao tipo da base, algumas
proporcionam uma reacdo completa, enquanto outras oferecem uma reacao
parcial. Normalmente, um maior tempo de extracdo provoca uma maior
conversao da bixina, porém pode ocasionar degradacdo do composto. Com
relacdo a elevacao da temperatura, ndo tem grande influéncia na reacéo de
conversao e leva a um aumento do rendimento de extragdo, o que percebe-
se claramente com o aumento da temperatura de extracdo ha uma maior
conversdo dos compostos da forma cis para a trans®.

Na extracdo e no processamento do pigmento de urucum, varios
produtos de rearranjo ou degradacdo podem ser formados®. A hidrélise
alcalina da bixina leva a formacédo do acido dicarboxilico livre (norbixina),
que, da mesma forma que a bixina, pode existir na forma cis ou trans. Todos
esses compostos tém valor como corante para alimentos e podem estar
presentes num extrato ou em formulacdo de urucum, dependendo de como

ele tenha sido preparado. O meétodo de obtencdo empregado podera
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determinar os produtos alimenticios em que o corante podera ser utilizado.
Algumas dificuldades de aplicacdo desses corantes em sistemas
alimenticios podem surgir quando tem-se um meio mais acidico, devido a
reprotonacdo do norbixinato que leva a formacao da norbixina, que é um
acido dicarboxilico de menor solubilidade em agua, de modo a ter-se a
precipitacdo do pigmento. Porém tal problema € normalmente contornado
devido a utilizacdo de emulsificantes?.

As reacgbes quimicas sofridas pela bixina na producdo do corante

urucum com solugdes alcalinas sao apresentadas abaixo.

]‘;H3 CH; CH,
e b - \"\-\. f'\.k"'\. " o k\. — ~ E‘DUH
H,CooOC CI-‘I}M;’ \ﬁ:‘}u!_f TRy Ny ‘h%t,/ {}J:’C [:\\vx;;;x’xh‘thﬁ':'CH
NaOH H
j:H3 CH, CH,
KOOoC _CH‘:V” NN NN “%,XCZ [j,x #ﬁxv{;CHGDﬂK
COONa ’ i i ! COONa
Norbixinato CH
H* KOH ~'"
NaOH
]‘;H3 CH, CH,
Huuc—C@MJ, N N N u%,,C: C“x,f;:f’“m;ﬂfCH COOH

MNorbixina CH.
pu]

Figura 7: ReagbGes quimicas para obtencdo do corante (norbixina) de

urucum utilizando soluces alcalinas?.
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1.2.1.8 — Precipitacdo Acida

O extrato é acidificado como um acido orgéanico permitido pela
legislacdo, para um valor de pH até aproximadamente 4,0, sendo
posteriormente centrifugado. O extrato acidificado passara, entdo, por um
filtro prensa ou por um centrifuga, onde sera recolhido corante precipitado,
descartando-se o sobrenadante. O corante precipitado deve ser submetido a
secagem em estufa a vacuo e posteriormente homogeneizado,
acondicionado em saco de polietileno de alta densidade e armazenado até a
comercializagéo®.

Os métodos mais eficientes e econémicos de extracdo do corante de

urucum, envolve a sua lixiviacdo com solucdo alcalina, seguida de

[N

neutralizacdo e precipitacdo acida do extrato. Onde a etapa de extracao

[N

realizada a quente com carbonato de sdédio e, apés a filtracdo, o extrato
centrifugado para a remocdo dos sobrenadantes. Outro método para o
obtencdo da norbixina, consiste na agitacdo das semente em meio alcalino
(NaOH a 2%), seguida do ajuste do pH para 1,8 com HCI. Apéds a
precipitacdo e centrifugacdo dos extratos de urucum, o pigmento é lavado e

centrifugado novamente?.

1.2.1.9 — Secagem por atomizagao em “Spray-dryer”

Para tal método o extrato centrifugado contendo norbixinato de
potassio, de soédio ou de amoénio, de acordo com o solvente de extracao
utilizado, deve ter seu pH corrigido para 8,0 com adicdo de um acido

organico. Em seguida, pode ser adicionado de maltodextrina até se atingir
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20% de solido totais. Os extratos, antes de serem desidratados devem ser
submetidos ao aquecimento até atingirem a temperatura de 40 °C, para
facilitar a sua atomizac&o no equipamento “spray-dryer”?®.

ApOGs secagem, os corantes na forma de p6 contidos nos recipientes
coletores do spray-dryer serdo resfriados até a temperatura ambiente. Em
seguida, serdo homogeneizados, podendo ser acondicionados em sacos de
polietileno de alta densidade, e armazenados até a comercializagdo.

E crescente a demanda pelo extrato do urucum hidrossollvel na sua
forma em po, principalmente pela alta intensidade de cor, facil manuseio e
transporte e maior estabilidade durante a estocagem, além de serem Uteis
em produtos secos como em sopas desidratadas e misturas em poé. A
secagem utilizando o equipamento “spray-dryer” se baseia na atomizagéo ou
pulverizacdo da matéria-prima a ser desidratada em particulas diminutas,
que caem dentro de uma camara especial sob acdo do ar a temperaturas
elevadas, o que produz a evaporacdo da agua presente no produto. O
grande aumento da superficie de contato dado pela pulverizagcdo ou
atomizacdo possibilita a evaporacdo da parte liguida em questdo de
segundos, impedindo que o produto sofra alteracdes?®. Este processo
oferece condicbes de controle sobre a densidade do produto, sua
capacidade de reconstituicdo, taxa de escoamento, temperatura e umidade
do ar de secagem. O teor de umidade do produto final dependera da taxa de

evaporacao e do teor de umidade inicial do extrato.
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1.3 - Procedimentos Analiticos Utilizados na Andlise da
bixina/norbixina

A quantificacdo do teor dos extratos de urucum comercial pode ser
determinado a partir de alguns métodos analiticos de quantificacdo tais
como: espctrofotometria UV-Vis, cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC), cromatografia em camada delgada e cromatografia em papel.

1.3.1 — Métodos Espectrofotométricos

A bixina e seus isébmeros tém uma absorbancia maxima a cerca de
500 nm e 470 nm em cloroférmio, enquanto que o0s pigmentos de
degradacdo amarelos apresentam uma absorbancia méxima a ceca de 404
nm e 428 nm (em cloroférmio) e ndo absorvem a 500 nm. Dessa forma
andlises do espectro a 500 nm e 404 nm podem determinar ambos o
contetdo total de pigmentos e o contetido de bixina do extrato® "2,

YABIKU e TAKAHASHI™ descreveram métodos para a determinacao
de bixina e norbixina. Para a determinacdo de bixina, utilizaram cloroférmio
como solvente, leitura a 470 nm e para o célculo da concentracao utilizaram
o coeficiente de extingdo E*1,=2826. J& para a norbixina, utilizaram
solucdes de hidréxido de potassio a 5% e 0,5%, leitura a 423 nm e para o
célculo da concentracdo E**;,= 3473.

KATO et al.”” utilizaram um método para determinagdo de
bixina/norbixina nas sementes que consiste na extracdo da norbixina em
meio alcalino, utilizando uma solugcéo 0,1N de hidréxido de sodio. Apés a
extracdo, filtracdo e centrifugacéo, foi feita uma diluicAo apropriada para

leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda correspondente a 4380
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nm e um coeficiente de extincdo de 2870, para obtencédo do percentual de
norbixina. A este percentual foi multiplicado o fator de converséo igual a
1,037 para obtencao do percentual de bixina, o mesmo utilizado por YABIKU

e TAKAHASHI.

1.3.2 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia permite algumas vantagens
no que diz respeito a degradacdo da amostra durante a analise, evitando
alguns problemas como a decomposi¢cao fotoquimica, oxidativa e térmica
aos quais 0s pigmentos estdo sujeitos na cromatografia de camada
delgada’™. A degradacdo térmica é evitada, pois a separacdo pode ser
realizada a baixas temperaturas.

ROUSEFF"® apresentou um método de separacdo por HPLC para
determinacao de pigmentos em corantes para alimentos, urucum e turmeric.
ALVES®! conseguiu reduzir o tempo de andlise utilizando a mesma
metodologia desenvolvida por ROUSEFF (1988) alterando apenas o tipo de
coluna.

Os pigmentos no urucum e turmeric sdo razoavelmente hidrofébicos
pois sdo fortemente retidos em uma fase estacionaria ndo polar tal como
C1s'®. Experimentos utilizando como solvente agua:tetrahidrofurano forma os

que produziram melhor resolucéo e forma do pico.

1.3.3 — Cromatografia em Camada Delgada
Diversos métodos de cromatografia em camada delgada tém sido

desenvolvidos. O método utilizado por PRESTON e RICKARD> foi
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desenvolvido para isolar e identificar 0os principais componentes nas
preparacdes comerciais de extrato de urucum e ajudar em estudos do
destino metabdlico dos pigmentos de urucum no rato e no homem.

ARIMA et al.”” testaram dois tipos de placas: cromatoplacas de silica
gel 60 (sem indicador fluorescente) e cromatoplacas de silica gel 60 F254
com zona de concentragdo. Véarias combinacbes de fase mével foram
testadas e as mais eficientes foram éter etilico 5% em éter de petréleo e éter

etilico 50% em éter de petroleo.

1.3.4 — Cromatografia em Papel

McKEOWN'® descreveu um método para a separacdo da bixina e
compostos relacionados, utilizando a cromatografia em papel. Foram
estudados a bixina labil (forma cis), a norbixina labil, a metilbixina labil e
seus correspondentes isémeros estaveis (forma trans). Impregnou-se a tira
com uma solucao de 50% (v/v) de N,N-dimetilformamida (DMF) em acetona,
deixou-se secar ao ar por 10 minutos. Em seguida, gotejou rapidamente na
linha previamente marcada, 2 microlitros de uma solugao 0,2% de Oil Yellow
AB (1-fenil-azo-2-naftilamina) em DMF para referéncia, e 2 microlitros de
solugbes de bixina as quais se quer analisar. Desenvolve-se o0
cromatograma por fluxo descendente, utilizando ciclohexano-cloroférmio-
DMF-acido acético na propor¢cdo 85:10:3:2 por cerca de trés horas.

Determina-se o fator de retencéo das amostras de interesse.
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1.4 — Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB)

Sistemas contendo duas ou mais fases liquidas em equilibrio
termodinamico s&o muito Uteis para aplicacdes em extracao e/ou purificacdo
de compostos presentes em inlimeros processos tecnolégicos’*®°. Porém,
para a aplicacao desta técnica de extracdo liquido-liquido para obtencéo de
compostos com importancia biotecnoldgica (proteinas, enzimas, células,
virus, organelas, etc.), faz-se necessaria a utilizacdo de sistemas em que as
duas fases guardem semelhancas, em termos das propriedades fisico-
quimicas, com o meio aquoso presente nos seres vivos®. Neste sentido, os
sistemas denominados aquosos bifasicos (SAB ou, em inglés, ATPS)
desempenham um papel estratégico pois, as duas fases sdo formadas
predominantemente (60-95 %) por agua®. Dessa forma, os SAB podem ser
utilizados como uma nova tecnologia de extracao liquido-liquido eliminando
por completo a utilizagdo de solventes organicos toxicos, inflamaveis e
volateis. A eliminacdo destes compostos tem o potencial de revolucionar
muitos processos industriais reduzindo drasticamente a poluicdo de rios e
aumentando a seguranca do processo.

Os SAB séao sistemas liquidos bifasicos formados pela mistura de
solugcbes aquosas de dois polimeros quimicamente distintos, ou pela
combinacdo de uma solucdo aquosa de um polimero e uma solugcédo aquosa
de certos tipos de eletrélitos®. Estes sistemas, em determinadas faixas de
temperatura, pressdo e composicéo, apresentam-se com duas fases, isto &,
duas regides com propriedades termodinamicas intensivas distintas. A fase
superior € enriquecida com polimero (FS) e a inferior (FI) com eletrdlito,

sendo a agua, o componente presente em maior concentracdo nas duas
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fases.

O estado termodindmico de um sistema aquoso bifasico pode ser
representado graficamente por um diagrama de fase como ilustrado na
figura 8. As concentracbes do polimero sdo representadas no eixo das
ordenadas e as concentragfes do sal no eixo das abcissas, e sao
representadas normalmente em % (m/m). A linha binodal (figura 8) é
formada por pontos cujas coordenadas sdo as minimas concentracdes de
sal e de polimero, nas quais o0 sistema apresenta-se como duas fases em
equilibrio termodinamico. Abaixo da linha binodal tem-se a regido onde o
sistema se apresenta como monofasico, e acima, a regido na qual tem-se 2
fases. Uma mistura com a composicaoa global representada pelo ponto G,
como mostrado na Figura 8, separa-se espontaneamente em duas fases,
com composicdes representadas pelos pontos FS e Fl, que expressam as
composicdes das fases superior e inferior, respectivamente. A linha que une
os pontos FS, G e FI, € conhecida como linha de amarracdo LA. Na figura 8
sdo mostrados trés sistemas com composi¢des globais diferentes P1, P2 e

G, localizados em linhas de amarracoes diferentes.
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Figura 8: Diagrama de fase esquemético de um sistema aquoso

bifasico.

Quando um SAB é gerado de maneira que sua composicdo global se
situe no ponto médio da LA, a propriedade termodindmica extensiva,
volume, das fases superior e inferior, serd a mesma. No entanto, se um SAB
for montado de maneira que sua composi¢cao global se encontre mais
proxima a composicdo de uma das fases, havera a formacéo de fases em
equilibrio, que terdo volumes distintos. Para um sistema que tenha uma
composicdo global mais proxima da concentracéo da fase superior, ocorrera
a formagédo de um SAB com uma fase superior tendo maior volume do que a
fase inferior.

Os SAB alcancaréo o equilibrio termodinamico quando a energia livre

de Gibbs do sistema, Ggis;, alcancar um valor minimo. Neste estado, a T e a
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p constantes, dG = 0 e o potencial quimico de cada componente tera um

Unico valor em ambas as fases e também na interface 3.

FS _  Fl _ . IF. FS A _ IF. FS _ A _ IF
Hpol - Hpol - Hpol’ Hsal = Hsal = Hsal s HHZO _MHZO _MHZO

(1)

1
I

em que, uiFS, uiF'e ui'F sao os potenciais quimicos do componente “i" nas

fases superior, inferior e na interface, respectivamente.

As propriedades termodinamicas intensivas, de cada fase em
equilibrio, resultaram das contribuicbes de cada componente e de suas
interacOes intermoleculares. Além disso, essas propriedades dependerédo da
pressdo e da temperatura. Estas Ultimas estando fixas, as propriedades
termodindmicas intensivas dependerdo apenas da atividade, a;, dos
componentes formadores de cada fase. O comprimento da linha de
amarragdo (CLA) é um parametro que define a diferenga entre as
composic¢des das fases inferior e superior e, portanto, expressam a diferenca
entre as propriedades termodinamicas intensivas das fases. A equagao 2
representa a definicAo matematica do CLA.

CLA = [(CFS -cpf +(c5 -cE )]Yz @

pol pol sal
em que,C,, e C, sdo as concentragbes de polimero e sal nas fases

superior e inferior, respectivamente.

Quando composicdes globais diferentes de um SAB pertencerem a
uma mesma linha de amarragdo, as concentragbes das fases superior e
inferior, em equilibrio termodinamico, serdo sempre iguais e o CLA nao se

altera. Quanto menor for o CLA, menor sera a diferenca entre as
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propriedades intensivas das fases. No limite em que o CLA tende a zero, a
composi¢cdo das duas fases tende a um ponto, chamado de ponto critico
(PC), no qual existiiam, hipoteticamente, duas regifes distintas com
propriedades termodinamicas intensivas iguais.

Os sistemas aquosos bifasicos sdo conhecidos desde o final do
século XIX. Sendo Beijerinck®> em 1896 o primeiro a observar a formacao
de tais sistemas ao misturar solugbes aquosas de agar e gelatina e amido
solavel.

Estudos posteriores realizados por Ostwald e Hertel®*®’

, Sobre esses
sistemas mostraram a influéncia que alteracdes intermoleculares produzem
sobre as composi¢des das fases em equilibrio.

Como citado anteriormente, uma das caracteristicas mais destacéveis
dos SAB é o fato de o componente majoritdrio em ambas as fases ser a
agua. Esta caracteristica possibilitou a primeira aplicacao real dos sistemas
aquosos bifasicos feita pelo sueco Per-Ake Albertsson em 1956%%. Este
pesquisador visava desenvolver uma metodologia para extrair e concentrar
bioparticulas: proteinas, células, etc. Desde entdo ficou evidenciado a
potencialidade dos SAB em extrair e concentrar biomateriais, como pode ser
observado na tabela 5%°. Este sucesso é devido ao fato da alta concentracéo
de agua em ambas as fases simular o ambiente natural dos materiais
biolégicos, impedindo assim, que suas propriedades sejam alteradas no
processo de transferéncia entre as fases. A partir de 1950 os SAB foram
continuamente aplicados para a extragcdo e a purificacdo de inumeros

materiais biologicos. Sendo os SAB formados pela mistura de poli(oxido de

etileno) + fosfato + agua s&@o os sistemas aquosos bifasicos do tipo
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polimero/eletrélito mais utilizados. Ja aqueles formados pela mistura de dois
polimeros tém-se o exemplo do SAB formado por PEO + dextrana + agua
como sendo os mais aplicados. A vantagem do primeiro em relacdo ao
segundo é o fato de ter uma menor viscosidade, um menor custo, e menor

tempo de separacéo das fases .
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Tabela 5: Alguns biossolutos e os SAB nos quais foram particionados®®.

Sistema Aquoso Bifasico

Biossoluto
Polimero 1 Polimero 2 (ou sal)
B-lg, antripsina, caseina PEO?® K3PO4 ou MgSO4
Amiloglucosidase PEO Na S04
Albumina bovina Dextrana Ficoll, tampé&o fosfato
Albumina humana (HSA) Dextrana Ficoll
' Dextrana, tampao citrato-
Insulina PEO
fosfato
_ PEO-PPO-
Insulina b KoHPO4L/KH,PO4
PEO
Cisteian, Fenilalanina,
o o PEO KoHPO4/KH,PO,
metionina e lisina
Protéinas anticorpos PEO Na;HPO4/K;HPO,4
Morfina PEO KoHPO,
Protease de Bacillus
B PEO KoHPO4/KH,PO,
Subtilis
Testosterona e ) KoHPO,, K3sPOy4, Ko,COs3,
_ [C4mim]CI°
Epitestosterona KOH, Na;HPO, e NaOH
Lisoenzima PEO Na SO,
B-glucosidae PEO KoHPO4/ KoHPO,
a-lg, B-Ig e a-l antripsina PEO Citrato de Sédio
(NH4)2804 ou KzHPO4/
Rotavirus PEO

KH2PO4

3PEO (polidxido de etileno) / °(poliéxido de etileno)-(poliéxido de propileno)-
(polioxido de etileno) / “Cloreto d 1-Butil-3-metilimidazdlico

Devido a vasta utilizacado do polimero poli(6xido de etileno), PEO, em

SAB, torna-se util uma breve apresentacdo de sua estrutura e de seu
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comportamento em solugdo aquosa. O PEO é formado pela repeticdo das
unidades o6xido de etileno (-CH,-CH»-O-). A Figura 5 mostra a formula
estrutural desta macromolécula. O poli(éxido de etileno) também pode ser
chamado de poli(etilenoglicol), PEG, uma vez que o polimero pode ser
produzido a partir do etilenoglicol. Nao existe uma definicao clara em relagéo
ao emprego dos nomes poli(éxido de etileno) ou poli(etilenoglicol), assim o
nome é dado de forma arbitréria. Geralmente o nome PEO é empregado

para massas molares mais elevadas e PEG para menores.

H H

HO &—é—D—:I—H
(- f
H H

Figura 9. Férmula estrutural da unidade repetitiva 6xido de etileno, n € o

macr

grau de polimerizagéo definido por, n=
< I\/Iunimer >

molar média numérica da macromolécula € Mynimer @ Massa molar da
unidade monomérica.

, sendo Mpacr @ massa

O oxigénio da cadeia do PEO age como um doador de elétrons,
interagindo assim, fortemente com os atomos de hidrogénio das moléculas
de agua, fazendo com que as moléculas poliméricas sejam estabilizadas
pelas moléculas de hidratacdo. As fortes interacdes intermoleculares entre
os segmentos EO e as moléculas de agua, fazem com que as
macromoléculas ndo adquiram conformacdes, em solu¢do, completamente
aleatérias. Evidéncias experimentais, baseadas na solubilidade deste
polimero em agua e nos efeitos de hidratacéo, servem de suporte para esta

proposta de forte interacdo®.
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Modelos termodinamicos tém sido propostos no sentido de prever os
diagramas de fase em fungéo dos seus constituintes (polimero ou polimeros
formadores, e eletrélitos). Estas predicdes, no entanto, ndo suprem a
demanda por novos SAB com propriedades extrativas que se apliquem aos
mais variados solutos organicos e inorganicos. Os modelos mais conhecidos
e utilizados baseiam-se no modelo de expansdo osmoética do viral

92,93

fundamentados na teoria de McMillan-Mayer®=”°, no modelo da teoria de

bY

rede aplicada a polimeros em solucdo tais como a teoria de Flory-

94,95

Huggins e modelos baseados na correlacdo do coeficiente de particdo

com parametros termodinamicos de hidratagéo®.

1.4.1. Aplicag&o dos SAB na purificagao de corantes

Existem na literatura poucos relatos sobre a utilizacdo de SAB no
estudo de particdo/purificacdo de corantes seja de origem natural ou
sintética. Com a descoberta de um novo sistema aquoso bifasico formado
por misturas de surfactantes catibnicos e anionicos por Zhao e Xiao em
1996°%", alguns trabalhos foram conduzidos no sentido de estudar processos
de purificacao de corantes e de compostos porfirinicos. Tong Li e Akama em
1996%%° estudaram a propriedade extratora de SAB formados por
surfactante cationico (brometo de dodeciltrietilaménio, C12NE) e surfactante
aniénico (dodecil sulfato de soédio, SDS), ao particionar porfirinas e
metaloporfirinas(84), bem como tripsina e corante organicos. Os resultados
mostraram que 0s compostos carregados (clorofila; violeta de metila e
laranja de meitla, pH>7) foram extraidos de forma eficiente na fase superior,
engquanto que o laranja de metila (pH<3) na sua forma anfotera se distribuiu
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uniformemente entre as duas fases. Os autores concluiram que, exceto pela
forca hidrofobica, as interacdes de carga entre soluto e surfactantes exercem
um papel importante nos processos de extracao.

Outro sistema aquoso bifasico formado por perfluorooctanoato de
sédio (SPFO do inglés) e brometo de dodeciltrietilamdnio (CioNE) foi
relatado por Tong et. al. em 1999'® e utilizado para particionar corantes e
compostos porfirinicos. As moléculas com caracteristicas hidrofébicas foram
extraidas na fase inferior do sistema rica em surfactante em alta eficiéncia.
As porfirinas positivamente carregadas foram extraidas também na fase
inferior com maior eficiéncia de extracdo do que aquelas com carga residual
negativa.

Visser et. al.*®* usaram quatro corantes baseados em naftol ou
resorcinol; 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN), 1-(tiazolilazo)-2-naftol (TAN), 4-(2-
piridilazo)-resorcinol (PAR) e 4-(2-tiazolilazo)-resorcinol (TAR), cada qual
incorporando um naftol ou resorcinol com um grupo funcional orto azo, para
atuarem como extractantes de ions metalicos em SAB como uma funcéo do
pH. Fernandez e Hatti-Kaul'® investigaram a afinidade de extracdo de
corantes e de proteinas ligadas a ions metalicos, respectivamente, em SAB
formado por polivinilpirrolidona (PVP40)-Reppal PES 100.

Recentemente, Mageste et al.!®®

estudou o comportamento de
particdo do corante natural Carmine nos SAB preparados pela mistura de
polimero ou copolimero com solu¢cdes de Na,SO, e Li,SO4 sendo
investigado o efeito do pH, massa molar do polimero, hidrofobicidade,

comprimento da linha de amarracdo (CLA) e natureza do eletrdlito, sobre a

distribuicdo do corante entre as fases do sistema. No estudo foi verificado a
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distribuicdo preferencial do corante para a fase superior em todos 0s casos,
ocorrendo uma maior concentracdo quando o ion Li* era o cation formador
do SAB.

2. JUSTIFICATIVA

E crescente a demanda em diversos setores industriais por corantes
de origem natural para substituir aqueles de origem sintéticas, visto que 0s
primeiros apresentam uma maior aceitacdo pelos consumidores e 6rgaos
regularizadores em detrimento ao ultimo. Dentro desse cenario 0os corantes
provenientes do urucum destacam-se devido principalmente a sua ampla
gama de aplicagbes e versatilidade, tornando o urucum o corante mais
utilizado no mundo. E neste cenério o Brasil aparece como o maior produtor
de urucum correspondendo por aproximadamente 70% de todo urucum
produzido no mundo.

Os métodos rudimentares aplicados para obtencao dos pigmentos do
urucum tendem a ser substituidos por processos mais elaborados visando,
ndo soé reduzir os custos de processamento, mas também para agregar valor
ao produto final'®. As técnicas de extracdo em sua maioria geram um
concentrado bruto no qual a bixina/ norbixina encontra-se em baixa
concentracdo tornando necessarias a elaboracdo e otimizacdo de novas
técnicas de extracdo que permitam obter um produto final de melhor
qualidade. Disponibilizar no mercado tais corantes com elevada pureza, é de
suma importancia para uma expansao comercial, uma vez que isSO
possibilita atender aos segmentos industrias de maior tecnologia.

Os processos atuais em uso no Brasil baseiam-se na extracéo

mecanica e/ou empregando solventes (6leos vegetais, solucédo alcalina,
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acetona, hexano, etanol, propilenoglicol), porém em alguns extratos, a
bixina/norbixina encontra-se misturada a outros componentes extraidos da
semente. Neste contexto torna-se necessario a utilizacdo de técnicas que
sejam mais especificas, e os sistemas aquosos bifasicos (SAB) surgem
como uma nova tecnologia de extracdo liquido-liquido® eliminando
desvantagens apresentadas pelas técnicas de extracdo liquido-liquido
tradicionais. Tal potencialidade pode ser visto nos diversos trabalhos que
utilizam os SAB para separacgdo/purificagdo dos mais diversos tipos de
materiais (moléculas simples, metais pesados, proteinas, células, corantes
naturais, etc.)'®,

Dessa forma o presente trabalho tem como objetivo realizar um
estudo termodinamico do comportamento de particdo do extrato de urucum
em diversos SAB. Onde serd avaliado a influéncia de algumas
caracteristicas intrinsecas de seus componentes (massa molecular e
hidrofobicidade do polimero, tipo do anion, composicao do sistema e pH do
meio) sobre a distribuicdo da norbixina entre as fases dos sistemas, para
proporcionar um melhor entendimento desse fendbmeno e apresentar os SAB

como um técnica eficaz e ambientalmente correta para obtencao de corantes

naturais.
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Capitulo 2
Termodinamica e otimizagdo da transferéncia de norbixina em sistemas
aquosos bifasicos

RESUMO

Particdo do corante natural norbixina (Ky) foi estudado em sistemas
aguosos bifasicos formados pela mistura de solucdes de polimero ou
copolimero com solucdo aquosa de sal (tartarato ou succinato de sodio). O
coeficiente de particdo do corante norbixina foi investigado como funcéo do
pH, massa molar do polimero, hidrofobicidade, comprimento da linha de
amarracdo (CLA) do sistema e natureza do eletrélito. Através de
planejamento composto de face centrada (CCF), a particdo da norbixina foi
otimizada em termos das variaveis concentracdo do polimero, concentracéo
do sal e pH. Verificou-se que tal fendbmeno € altamente dependente da
natureza do eletrolito e hidrofobicidade do sistema, bem como do valor do
CLA. Valores de Ky entre 8 e 130 foram encontrados, indicando a
potencialidade dos SAB como método de pré-concentracdo/purificacdo do
corante norbixina. Moléculas de norbixina se concentraram na fase rica em
polimero indicando uma interacdo entélpica especifica entre o soluto e o
pseudo-polication, o qual é formado pela adsorcdo do céation ao longo da
cadeia polimérica. Os parametros termodindmicos de transferéncia
(A+-G,A-H e Ag,.S) indicam que a concentracdo preferencial da norbixina na
fase superior é favorecida pelos fatores entalpicos e entropicos, pois ambos
contribuem para uma reducéo para a energia livre de Gibbs do sistema.
Palavras Chaves:

Sistemas aquosos bifasicos, norbixina, purificacéo, particdo, Quimica Verde
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Abstract:

Partition of natural dye norbixin have been studied in aqueous
biphasic systems formed by mixing solutions of polymer or copolymer with an
agueous solution of salt (sodium tartrate or succinate). The partition
coefficient of dye norbixin, k,, was investigated as a function of pH, polymer
molecular weight, hydrophobicity, Tie-Line Length (TLL) of the system and
nature of the electrolyte. Using a face-centered central composite design
(CCF) it was determined the optimum conditions for the partitioning process
of the norbixin, where it was found that this phenomenon is higly dependent
on the nature of the electrolyte, polymer hydrophobicity and values of TLL.
Values between 8 and 130 were found, indicating the potential of ATPS as a
method of pre-concentration/purifying dye norbixin. Molecules norbixin
focused on polymer-rich phase indicating a specific interaction enthalpy
between the solute and pseudo-polycation, which is formed by the cation
adorption along the polymer chain. Thermodynamic parameters of transfer
(A,G, A, H e A,.S) indicate that the preferencial concentration of norbixin the top
phase is favored by enthalpic and entropic factors, since both contribute to a

reduction for the Gibbs free energy of the system.

Keywords:
Aqueous two-phases systems, norbixin, purification, partition, Green

Chemistry
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1 - Introducgéo

Urucum é um corante natural obtido do pericarpo das sementes da
Bixa orellana L. uma &rvore tropical e nativa das florestas das Américas
Central e Sul, amplamente usado em diversos setores industriais'. Pode
ser encontrado também como componente de células fotoelétricas (DSC)*, e
alguns experimentos relatam sua atividade biolégica contra certos
microorganismos que atuam na fermentacdo de produtos industrializados? e
a possibilidade da utilizacdo do subproduto do seu cultivo como fonte de
biomassa®. Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de sementes de
urucum onde responde por aproximadamente 70% de todo o urucum
produzido no mundo.

Os principais pigmentos extraidos das sementes de urucum s&o 0s
carotendides cis-bixina e cis-norbixina [Fig.10]. O primeiro € um composto
lipossoluvel, sendo 0 componente majoritario nos extratos obtidos sobre as
formas de suspensfes oleosas ou com solvente organicos. Ja a cis-
norbixina é um composto hidrossolivel e por isso encontrado

majoritariamente nos extratos sobre a forma de solucdes alcalinas®.
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Figura 10: Estrutura quimica dos apocarotendides cis-bixina (A) e cis-
norbixina (B), os quais sdo os pigmentos principais do pericarpo das
sementes de urucum.

A extracdo do pigmento do urucum é realizado por processos
mecanicos (e.g., leito de jorro) ou extracdo com solvente®’. Porém tais
processos nao garantem uma padronizacao do produto final nem a obtencéao
de um extrato com pureza elevada, por isso novas técnicas para a
extracao/purificacdo do urucum tém sido pesquisadas. Tal tendéncia tem
sido observada para diversos corantes de origem natural, onde é crescente
a busca por técnicas alternativas, as quais proporcionem melhora na
eficiéncia, além de serem ambientalmente mais seguras®®*3,

Técnicas de extracdo liquido-liquido, principalmente com a utilizagédo
de solventes, séo eficientes para separar e pré-concentrar compostos de
interesse®. Porém apresentam como grande desvantagem a utilizagéo de

alguns solventes organicos que podem causar problemas ambientais e a

saude por serem téxicos, inflamaveis e carcinogénicos. Assim € crescente a
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busca por processos de separacédo liquido-liquido alternativos. Ultimamente
0os Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) comecaram a ser usados para tal
propdsito®13*1° Os SAB s&o sistemas liquidos bifasicos formados pela
mistura de solu¢des aquosas de dois polimeros quimicamente distintos, ou
pela combinacdo de uma solugdo aguosa de um polimero e uma solucéo
aquosa de certos tipos de eletrélitos™®.

Sao recentes os estudos sobre a utlizagdo dos SAB para
extracdo/purificacdo de corantes naturais®'’?'. Devido aos poucos estudos
realizados sobre o comportamento de particdo de corantes naturais nos
SAB, este trabalho vem realizar um estudo termodinamico do
comportamento de particdo da norbixina em diversos SAB e a otimizag&o do
processo de particdo em funcdo dos fatores concentracdo de polimero,
concentragdo de sal e pH do sistema. Tal trabalho ira proporcionar um
melhor entendimento dos fatores que regem o fendmeno de particdo deste
corante e assim sermos capazes de elucidar qual a melhor combinacdo dos
componentes que irdo gerar um SAB mais eficiente para o processo de

extracao/purificacdo do corante em questao.

2. Secao Experimental
2.1. Materiais

Poli(6xido de etileno), PEO, de massa molar 1500 e 4000 g.mol™,
Poli(6xido de propileno), PPO, de massa molar 400 g.mol™, foram obtidos da
Isofar (Duque de Caxias, Brasil) e Sigma (St. Louis, MO, USA),
respectivamente. O copolimero tribloco L35 foi comprado da Aldrich (St.

Louis, MO, USA) com uma massa molar média de 1900 g.mol™ Este
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copolimero tem a seguinte composicdo nominal: (EO)11(PO)16(EO)11. Todos
compostos macromoleculares foram usados como adquiridos. Os sais
organicos utilizados tartarato de sédio (TartNa) / C4H;,OsNa,. 2H,0 (99%) e
succinato de sodio (SuccNa) / C4H404Naz.6H,0 (99%) foram adquiridos da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Todos os sais apresentam grau analitico e
foram usados sem purificacdo prévia. Agua destilada foi utilizada em todos
0s experimentos. Solugcéo alcalina de urucum foi cedida pela Chr. Hansen

Ind. Com. Ltd (Valinhos/SP, Brasil).

2.2. Preparo dos Sistemas Aquosos Bifasicos

Solucdes concentradas de polimero/copolimero (PEO 1500, PEO
4000, PPO 400, L35) e sal (tartarato de sédio ou succinato de Sodio) sao
preparadas de modo a proporcionar a obtencdo de pontos globais baseados
nos dados da literatura®*23. A concentracéo das solucdes foi escolhida de tal
modo que, ao se utilizar quantidades diferentes de cada uma, os pontos
globais desejados séo obtidos, tendo a formacao de um sistema com massa
final de aproximadamente 40 g, posteriormente é adicionado 0,080 g de
solucdo de NaOH 3,0 mol.L™ para garantir que o pH do sistema esteja num
valor que possibilite a quantificacdo do extrato de urucum nas duas fases. O
sistema é deixado em repouso para atingir o equilibrio termodinamico. Apés
esse tempo aliquotas das fases superior e inferior sdo recolhidas para
montagem de sistemas com menor massa, nesses SAB menores séo
realizados os experimentos de particdo da norbixina.

Os sistemas menores séao formados pela adicdo a um tubo de ensaio

de 3,0 g de FlI, seguida pela adicdo de 3,0 g da solucéo de FS e 0,030 g do
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extrato alcalino de urucum da Chr. Hansen, para cada ponto global desejado
quatro sistemas (SAB sem corante + SAB com corante em triplicata) sédo
preparados. Apds essas etapas o0 sistema montado é entdo agitado e
deixado novamente em repouso para atingir o estado de equilibrio

termodinamico.

2.3. Coleta e Diluicéo das Fases

Apés 24 h aliquotas das fases superior e inferior foram coletadas e,
posteriormente, diluidas com agua destilada de 20 e 1,2 vezes,
respectivamente, para quantificacdo espectrofotométrica a 482 nm utilizando
um espectrofotometro UV-Vis2500 da Shimadzu, com uma cubeta de 1,0 cm

de caminho optico.

2.4. Quantificacédo do coeficiente de particdo do extrato de urucum

Para cada fase recolhida foi realizado a leitura da absorbancia no
valor de comprimento de onda em 482 nm, pois dentre o tripleto apresentado
no espectro de absorbéncia do urucum na regido do visivel, este foi o
comprimento de onda no qual obteve-se melhor sensibilidade. O coeficiente

de particdo do urucum (Ky) foi determinado conforme equacéo 1.

_ (AbsiFrnm)-(fa®)
(Absigznm)-(FaFT)

Ky 1)

onde Absks,, e Absth, ... sd0 os valores de absorbancia da fase superior e
inferior obtido no comprimento de onda especificado e fd** e fdf! os fatores

de diluicao das fases, respectivamente.
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2.5. Estudo dos fatores que afetam a particdo do extrato de urucum nos
SAB

Para otimizagao da particdo da norbixina nos SAB, formados por PEO
1500/ tartarato de sodio/ H,O, PEO 1500/ succinato de soédio/ H,O e PPO
400/ tartarato de sdédio/ H,O, foi usado a metodologia da superficie de
resposta (RSM). Foi aplicado um planejamento composto de face centrada
(CCF) de modo a verificar a influéncia dos fatores (concentracdo de
eletrdlito, concentracao de polimero e pH do sistema) sobre a distribuicdo da
norbixina nos SAB. Os valores foram codificados de acordo com o
planejamento CCF escolhido. Os valores codificados para as variaveis
independentes foram -1 (nivel mais baixo), 0 e +1 (nivel mais alto). As
tabelas 6, 7 e 8 mostram as condi¢cdes experimentais para cada sistema
estudado. O planejamento completo consiste de 18 pontos experimentais
dos quais inclui quatro replicatas no ponto central para cada sistema aquoso
polimero/ sal estudado. As 18 amostras foram preparadas em ordem
aleatdrias. Em cada experimento, o parametro coeficiente de particdo para a
norbixina (Kj) foi calculado.

As bases do RSM para formar um planejamento experimental e o
CCF tem sido usado para predizer e verificar modelos de equacdes bem
como otimizacdo da resposta como funcédo de parametros independentes®
2’ Comparado aos procedimentos classicos, esta técnica é aplicavel para
determinar os efeitos de interacdo das variaveis, além de gerar uma boa
estimativa dos erros®. Planejamento experimental composto de face

centrada é representado por um modelo matematico obtido por regressdes
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multiplas e ajustado com um polinémio de segunda ordem (equacéo 2), onde
K é a matriz das respostas.

K=8+D> BXi + D BiXZ+D BiX X, @)
onde f,, Bi, Bi; e Bi; representam o efeito constante do processo, efeito linear,
quadratico de X; e o efeito de interagdo entre X; e X; no coeficiente de
particdo, respectivamente. Andlise de variancia (ANOVA) e testes de
significancia foram realizados usando os procedimentos PROC GLM e
PROC REG do software estatistico SAS. Varidveis com um nivel de
confiancia maior que 95 % (P < 0,05) foram consideradas como
significantes.

Tabela 6. Valores das variaveis ndo-codificadas e codificadas do SAB PEO
1500+tartarato de sédio+H-0.

Variaveis Nivel e Faixa
-1 +1
Concentracdo tartarato de sédio (X1, %) 11,43 13,93
Concentracdo de PEO (X3, %) 18,25 24,68
pH (Xs) 10,50 12,00

Tabela 7. Valores das varidveis ndo-codificadas e codificadas do SAB PEO
1500+succinato de sodio+H,0.

Variaveis Nivel e Faixa
-1 +1
Concentracéo succinato de sodio(Xy, %) 12,91 13,78
Concentracdo de PEO(X3, %) 23,35 25,27
pH (Xa) 10,50 12,00
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Tabela 8. Valores das variaveis nado-codificadas e codificadas do SAB PPO
400+tartarato de s6dio+H,0

Variaveis Nivel e Faixa
-1 +1
Concentracéo de tartarato de sodio(X1, %) 6,74 8,81
Concentracdode PPO(X2, %) 27,22 42,01
pH (X3) 10,50 12,00

Tabela 9: Matriz elaborada para estudo dos fatores propostos (X;).

Ensaio Tratamento X1 X5 X3
1 1 -1 -1 -1
2 2 -1 -1 1
3 3 -1 1 -1
4 4 -1 1 1
5 5 1 -1 -1
6 6 1 -1 1
7 7 1 1 -1
8 8 1 1 1
9 9 -1 0 0
10 10 1 0 0
11 11 0 -1 0
12 12 0 1 0
13 13 0 0 -1
14 14 0 0 1
15 15 0 0 0
16 15 0 0 0
17 15 0 0 0
18 15 0 0 0
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2.6 - Parametros termodinamicos de parti¢do da norbixina

2.6.1 - Variagcdao da Energia Livre de Gibbs de transferéncia da
norbixina (Ay-G)

O parametro termodinamico A.-G foi calculado através dos valores do
coeficiente de particdo da norbixina (K,) obtidos para todos os pontos
globais dos SAB estudados, através da relacao termodinamica:

A;-G = —TRInKy Equacéo (3)

2.6.2 — Variagao da Entalpia de transferéncia da norbixina (A4-H)

As medidas da transferéncia de energia na forma de calor devido a
passagem de moléculas de norbixina da fase inferior para a superior a 25 °C
foram realizadas através de titulacdes calorimétricas isotérmicas (ITC) num
microcalorimetro CSC-4200 (Calorimeter Science Corp.), controlada pelo
programa ItcRun. Para cada SAB as composicdes referentes ao menor e
maior valores de CLA foram novamente preparados, onde aliquotas das
fases superior e inferior foram recolhidas. A fase inferior foi ainda utilizada
para preparar uma solucao de 100:1 em relacdo ao extrato de urucum obtido
comercialmente da Chr. Hansen.

O procedimento experimental consistiu em acrescentar as células de
referencia e amostra do microcalorimetro um volume de 1,8 mL (0,90 mL de
fase inferior e 0,90 mL de fase superior). Em seguida 2 adicbes de aliquotas
de 100 pL da mistura de FI e extrato foram realizadas a cela de amostra,
sempre com agitacdo constante. O fluxo de energia foi registrado durante

todo o processo, e a integral em funcdo do tempo foi calculada através do
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programa presente no aparelho. Tal calculo nos fornece o valor numerico
correspondente a variacdo da entalpia devido o processo de transferéncia de

moléculas de norbixina da fase inferior para a superior.

f:if du = [dq+ f;if PdVv Equacéo (4)
AU=q—-PV;—=1) Equacéo (5)
U —Ui=q— P (Vs = V) Equacéo (6)
(Us +PV;) — (Ui + PV) =¢q Equacéo (7)
He—H; =q Equacéo (8)
AH =gq Equacéo (9)

2.6.3 — Variacdo da Entropia de transferéncia da norbixina (A;.S)

O parametro termodindamico variagdo de entropia devido a
transferéncia de moléculas de norbixina da fase inferior para a superior foi
determinado a partir da relacao classica da termodinamica

AyG = Ay H — TA, S Equacéo (10)

Da equacédo 10, podemos determinar o parametro A,.S a partir dos

valores variacdo de entalpia (A,-H) e energia livre de Gibbs (A;-G)

previamente determinados.

AgrH—trG

Ay S = Equacédo (11)
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3. Resultados e discussodes

3.1. Otimizacao do coeficiente de particdo da norbixina

Os pontos experimentais para os sistemas PEO 1500+ tartarato de
sodio, PEO 1500+ succinato de sodio e PPO 400+ tartarato de sodio, em
valores codificados, e valores de respostas séo representados na tabela 10.

Uma andlise desses resultados mostram que o0 aumento da
concentracdo de eletrélito promove um aumento do Ky para os SAB PEO
1500+tartarato de sodio e PPO 400+tartarato de soédio (ensaios 1 e 5) e
reducdo do Ky para o SAB PEO 1500+tartarato de sodio, onde os valores do
coeficiente de partichio mudaram de 25,8, 7,88 e 36,1 para 123, 17,0 e 32,0,
respectivamente. O efeito da concentracdo do polimero sobre Ky pode ser
visto nos ensaios 1 e 3, onde novamente ocorreu aumento dos valores de Ky
para os SAB PEO 1500+ tartarato de s6dio e PPO 400+ tartarato de sodio e
reducdo para o SAB PEO 1500+ succinato de sédio, sendo que os valores
de Ky foram 25,8, 7,88 e 36,1 passando para 164, 20,3 e 31,4. J4 a
influéncia do pH do sistema sobre a particdo da norbixina pode ser visto
através dos ensaios 1 e 2, tal variavel afetou negativamente o Ky do SAB
PEO 1500+ tartarato de sédio e positivamente os SAB PPO 400+tartarato de
sédio e PEO 1500+ succinato de sodio, uma vez que os valores do Ky

variaram de 25,8, 7,88 e 36,1 para 12,4, 10,8 e 93,4.
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Tabela 10: Resposta obtida para os SAB nos diferentes niveis estudados.

PEO/ tartNa PEO/ succNa PPO/ tartNa
Ensaio Tratamento  X; X5 Xs
Kn Kn Kn

1 1 -1 -1 -1 25,780 36,129 7,883
2 2 -1 -1 1 12,398 93,417 10,759
3 3 101 -1 164,885 31,409 20,299
4 4 101 1 143,365 96,523 18,409
5 5 1 -1 -1 123,615 32,044 16,987
6 6 1 -1 1 134,966 85,298 15,995
7 7 1 1 -1 188,793 32,450 23,254
8 8 1 1 1 162,737 107,636 20,197
9 9 -1 0 0 111,640 81,569 13,928
10 10 1 0 O 155,499 55,007 17,879
11 11 O -1 o0 86,050 54,002 12,376
12 12 O 1 o0 165,420 59,325 15,292
13 13 O 0 -1 153,998 28,505 11,416
14 14 O 0 1 131,549 93,910 19,719
15 15 0 0 0 73,613 57,760 14,000
16 15 0 0 0 131,821 51,583 16,359
17 15 0 0 0 153,919 63,648 18,713
18 15 0 0 0 165,423 54,422 19,552
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Uma analise estatistica dos resultados da tabela 10 mostrou qual séo
as variaveis e efeitos de interacdo que mais influenciam a distribuicdo da
norbixina entre as fases dos SAB estudados. Tais resultados sao

apresentados através do gréfico de Pareto (figuras 11, 12 e 13).

p =0,05
Peo | 531
Tart 3,69
Tart*Peo 2,38
pH :l 0,86
Peo*Peo | 0.82
Peo*pH 0,61
Tart*Tart 0,33
Tart*pH 27
oHpH [T]0.24
0 1 2 3 4 5 6
Valort

Figura 11: Gréfico de Pareto das variaveis analisadas para a particdo da

norbixina no SAB PEO 1500+ tartarato de sédio+ H,O.

p =0,05

pH 13,88

Suc*Suc | 2,31

Peo*pH 1,46

Suc*Peo
Suc

Peo
Peo*Peo
Suc*pH

pH*pH

1,20
:1,17

0,75
0,30

0,29
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Valor t
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Figura 12: Grafico de Pareto das variaveis analisadas para a particdo da

norbixina no SAB PEO 1500+ succinato de sodio+ H-»O.
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p =0,05
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Tart 2,39
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PPO*PPO | o062
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pH| ] os4
. Joso

Tart*Tart
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2 3 4

o
-
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Figura 13: Gréfico de Pareto das varidveis analisadas para a particdo da

norbixina no SAB PPO 400+ tartarato de sodio+ H,0.

Pela andlise do grafico de Pareto fica claro que o comportamento de
particdo da norbixina nos SAB PEO 1500+ tartarato de sodio e PPO 400+
tartarato de sddio é influenciado pela concentracdo do polimero, do eletrélito
e por um efeito de interacdo entre essas mesmas variaveis (figuras 11 e 13).
Ja no SAB PEO 1500+ succinato de sodio o comportamento de particdo da
norbixina é afetado pelo pH do sistema e pelo quadrado da concentracao do
eletrdlito(figura 12).

Com base nas informacdes retiradas do grafico de Pareto de cada
sistema, um modelo matematico linear reduzido foi elaborado. A significancia
estatistica de cada fator do modelo foi avaliado por uma anélise de variancia
(ANOVA) usando o teste estatistico de Fisher. As tabelas 11 a 13 mostram
os resultados da ANOVA para cada modelo. Os modelos para todos os
sistemas s&o estatisticamente validos, com o valor-p menor que 0,05. Um
teste de falta de ajuste foi também avaliado e nos casos, valores-p maiores
que 0,05 foram obtidos para todos os modelos, indicando falta de ajuste néo

significativo.

67



Tabela 11. Resultados da ANOVA para o SAB PEO 1500+tartarato de sodio+H,0.

Fonte Graus de Variagéo Desvio

Fealc p- valor
Liberdade  (somados desvios quadraticos)  Quadratico Médio
Modelo 14 32951,000 10984,000 20,99 <0,0001
Erro 3 7326,992 523,357
Falta de ajuste 11 2322,912 211,174 0,13 0,9956
Erro Residual 3 5004,079 1668,027
Total 17 40277,673
Tabela 12. Resultados da ANOVA para o SAB PEO 1500+succinato de sédio+H,0.
Fonte Graus de Variacao Desvio Fealc p-valor
Liberdade  (soma dos desvios quadraticos)  Quadratico Médio
Modelo 14 10306,000 3435,262 68,33 < 0,0001
Erro 3 703,813 50,272
Falta de ajuste 11 623,128 56,648 2,11 0,294
Erro Residual 3 80,686 26,895
Total 17 11009,599
Tabela 13. Resultados da ANOVA para o SAB PPO 400+tartarato de sodio+H,0.
Fonte Graus de Variacao Desvio Feac p-valor
Liberdade  (somados desvios quadréicos)  Quadratico Médio
Modelo 14 176,462 58,821 9,01 0,0014
Erro 3 91,404 6,529
Falta de ajuste 11 72,645 6,604 1,06 0,54
Erro Residual 3 18,759 6,253
Total 17 267,865
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As equacg0Oes geradas que se ajustaram aos dados experimentais sao
mostrados na tabela 14. Os modelos reduzidos, em termos dos fatores nao-
codificados, sado descritos pelas equagbes (12)-(14). De acordo com
Azevedo et al. (2007)%, a proporcdo da variacdo total atribuida para cada
ajuste pode ser avaliado pelo valor do coeficiente de determinacdo R? O
coeficiente de determinacéo foi 0,818, 0,936 e 0,659, para 0 modelo dos
sistemas PEO 1500+ tartarato de sédio+ H,O, PEO 1500+ succinato de
sédio+ H,O e PPO 400+ tartarato de sodio+ H,O, respectivamente. Isto
demonstra que h& boa concordancia de correlacdo entre os dados reais e
previstos para os dois primeiros sistemas. Um baixo valor (R = 65,9%) foi
obtido para sistema PPO 400+ tartarato de sédio+ H,O, indicando um ajuste
nao tao bom.

Tabela 14: Modelos matematicos ajustados em relagcdo aos fatores
avaliados e o coeficiente de particdo da norbixina (Ky).

K peorat = -1979.85715 + 142.86000X, + 83.61790X, — (12)
5.50928X X

Kpeossuc = 6492.13256 -1029.26712X; + 42.16603X; + (13)
38.33456X1X;

Kpporrat = -58.86750 + 7.65124X; + 1.67108X, — 0.15675X1X> (14)

onde X;: concentragdo de tartNa (% m/m); Xz: concentragdao PEO (%m/m),
Kpeorrart, X3: PH; Kpeossuce, Keporrart: CO€eficiente de particdo da norbixina nos
sistemas aquosos PEO 1500+ tartarato de sodio+ H,O; PEO 1500+
succinato de sodio+ H,O e PPO 400+ tartarato de sodio+ H;O0,

respectivamente.
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3.1.1 — Grafico da Superficie de Resposta

Fatores que influenciam a particdo da norbixina sdo mostrados nas
figuras 14, 15 e 16 como graficos de superficies de resposta, para os SAB
PEO 1500+ tartarato de sédio+ H,O, PEO 1500+ succinato de sodio+ H,0 e
PPO 400+ tartarato de sodio+ H,O, respectivamente. Esta projecdo provém
um método para visualizar a relagdo entre as respostas e 0S nhiveis
experimentais de cada variavel e tipo de interacbes entre duas variaveis
testadas®. Através da superficie de resposta, as interacdes entre duas
variaveis e sua regiéo 6tima podem ser melhor entendida®.

Da figura 14 pode ser observado que o coeficiente de particao
aumenta com elevagdo das concentragcbes de PEO 1500 e tartarato de
sédio, onde valor de Ky igual a 23,8 foi encontrado quando tem-se a menor
concentracdo de PEO 1500 e tartarato de sédio. Ja quando concentracdes
maiores dos dois componentes sdo usadas um Ky de até 188,8 pode ser
obtido. Uma andlise mais detalhada da figura 14 indica que o coeficiente de
particdo da norbixina no SAB PEO 1500+ tartarato de sbédio pode ser
melhorado, pois tem-se a tendéncia de aumentar ainda mais o Ky com
aumento das concentracdes do polimero e do sal, porém questdes praticas
impedem de atingir a regido de 6timo para esse processo, uma vez que 0S
sistemas ndo se formam para valores de composi¢cao global maiores, e
assim temos que o ponto de composicao global 25,0 % em massa de
polimero de 14,0 % em massa de tartarato representa a composic¢ao global
Otima para a particdo da norbixina nesse tipo de sistema.

Comportamento idéntico pode ser visto para o sistema PPO 400 e

tartarato de sodio (figura 16), onde o valor de Ky foi igual a 7,8 quando o
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SAB foi formado com as menores concentracdes possiveis do polimero e do
sal e uma aumento praticamente linear do Ky foi observado ao se elevar
simultaneamente as concentracdes do PPO 400 e tartarato de sédio,
encontrando nesse ponto um valor de Ky proximo a 23,3. Mas novamente
inviabilidades préaticas impedem a obtencao de um coeficiente de particdo da
norbixina maior para tal tipo de SAB uma vez que o sistema ndo se forma
em concentracdes maiores de PPO 400 e tartarato de sodio, e assim o ponto
de 6timo para tal SAB foi encontrado na composicao global de 42,0 % em
massa de PPO 400 e 8,7 % em massa de tartarato de sédio.

J& a superficie de resposta na figura 15 mostra o efeito do pH e
concentracdo de succinato de sodio na particdo da norbixina com a
concentracédo de PEO 1500 fixada em 23,35 % em massa. Da figura pode-se
ver que quanto maior o pH do sistema maior serd o Ky, e tem-se que as
concentracbes de succinato de sbédio que propiciam os maiores coeficiente
de particdo sdo 12,8 % e 13,8 %, as quais correspondem a menor e maior
concentracdo de sal composicbes globais dos sistemas preparados,
respectivamente. Assim quando se tem concentragéo de sal igual a 12,8 % e
pH igual a 10,5 um valor de Ky 36,1 é encontrado, ja quando o pH é elevado
para o valor maximo trabalho (12,5) tem-se um aumento do Ky para 93,4
mantendo a mesma concentracao de sal. Desse modo temos que o ponto de
O0timo para a particdo da norbixina nesse tipo de SAB pode ainda ser
melhorado com o aumento do pH, uma vez que esse fator ndo interfere tanto

na formacéo de tais tipos de sistema.
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Figura 14: Superficie de resposta para o Ky no SAB PEO 1500+tartarato
de sédio+H,0 como funcédo dos fatores concentracdo de PEO 1500 e

concentracdo do sal expresso em niveis nao-codificados.

Kpeosuc

Figura 15: Superficie de resposta para o Ky no SAB PEO 1500+succinato

de s6dio+H,0 como funcéo dos fatores pH e concentracdo do sal, expresso

em niveis ndo-codificados.
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Figura 16: Superficie de resposta para o Ky no SAB PPO 400+tartarato de

sédio+H,0 como funcédo dos fatores concentracéo de PPO e concentracéo

do sal, expresso em niveis ndo-codificados.
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3.2 — Parametros Termodinamicos da Transferéncia da norbixina

A figura 17 mostra os valores do parametro AG, do soluto norbixina

em funcdo do CLA para todos os SAB estudados, a 25 °C.

-5
6 I
< A
_— -7+ ® - I l I l
‘73 81 ' i J !
£ ] Q@D
S5 -9
X = i@
.. -10 0 .
] i -
£ 11 §
< _12_- T}
'13 T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80

CLA / % (m/m)

Figura 17: Variagédo da energia livre de Gibbs de transferéncia da norbixina
em func&o do valor do Comprimento da Linha de Amarragdo (CLA). SAB: (m)
PEO 1500+tartNa+H,O; (o) PEO 1500+succNa+H,O; (o) PEO

4000+tartNa+H,0; (A) PPO 400+tartNa+H,0; (¢) L35+tartNa+H,0, a 25 °C.

Os resultados indicam uma reducao linear do valor do A;,.G com o
aumento do CLA, para os SAB formados pelo eletrdlito tartarato de sédio e o
polimero (PEO 1500, PEO 4000 ou L35), ou seja, a particdo do soluto
aumenta a medida em que aumenta a diferenca entre as propriedades
termodinamicas intensivas das fases. Ja nos SAB formados por PPO 400 ou
gue apresente 0 anion succinato, tem um valor a partir do qual o aumento
das diferencas intensivas das fases torna o processo de transferéncia menos

favorecido. Ainda pela figura 17 percebemos que o tamanho da cadeia do
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polimero PEO né&o influéncia significativamente na particdo da norbixina,
dando indicios que fatores de distribuicdo configuracional de tal composto
nao tem grande relevancia no processo, uma vez que a variagao da energia
livre de Gibbs de transferéncia com o aumento do CLA, é praticamente a
mesma para o PEO 1500 e PEO 4000. Fica claro também a influéncia que o
segmento 6xido de propileno presente no polimero e o anion proveniente do
eletrdlito tem em reduzir a eficiéncia com que o corante particiona para a
fase superior, jA& que o aumento do conteudo de tal segmento na
macromolécula acaba por reduzir o valor da A;.G na seguinte ordem:
Aty Gppo < AerGrss < Ay-Gppo. Além disso, a presenca do anion succinato
acaba por tornar o processo menos espontaneo, a partir de certos valores de
composicdo global nos quais sistemas do tipo PEO 1500+ succinato de
sbédio possam ser preparados.

Temos que lembrar que a variacdo da energia livre de Gibbs de
transferéncia (A..G) pode ser dividida em duas contribuicbes, uma € a
entalpia de transferéncia (A,-H) e a outra é a entropia de transferéncia
(A¢rS)-

A tabela 15 agrupa os parametros termodindmicos A..G, A,H € AyS
obtidos para o primeiro e ultimo valor de CLA, para todos os sistemas

aplicados.
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Tabela 15: Parametros termodindmicos obtidos para a transferéncia da norbixina em
todos 0os SAB estudados.

Parametros Termodinamicos

SAB CLA oz A, H Ay S

(kJ].mol™) (kJ.mol™') (kJ.mol 1.K™1)

PEO1500/ tartNa 28,80 -7,55+0,35  -3,69+0,61 0,0130+0,00220
50,34 -11,95+0,96 -6,88+0,70 0,0173+0,00220
PEO1500/succNa 28,70 -9,30+0,11  -3,02+0,31 0,0211+0,00220
41,31 -9,65+0,24  -5,12+0,25 0,0152+0,00080
PEO4000/tartNa 23,96 -6,51+0,09 -4,85+0,55 0,00560+0,000640
31,18 -8,83+0,13 -6,45+0,30 0,0080210,000390
L35/tartNa 40,32 -10,32+0,16 -2,71+0,30 0,0255+0,00280
69,36 -11,54+0,82 -5,26+0,41 0,0213+0,00220
PPO400/tartNa 48,44 -6,24+0,52  -4,69+0,60 0,00523+0,000800

7456 -517+114 -9,10+0,50 -0,0127+0,00300

Dos resultados obtidos podemos observar que 0 processo de
transferéncia de moléculas de norbixina para a fase superior € favorecido
pelo fator entélpico e entrépico, salvo o Ultimo ponto estudado para o SAB
PPO 400+ tartarato de sédio, no qual somente a entalpia esta favorecendo
tal processo termodinamico.

Os resultados do A..H, obtidos através de experimentos de
calorimetria, revelaram que o processo de transferéncia para a fase superior
das moléculas do corante € exotérmico, onde os valores variaram de -2,71
kJ.mol™ no 1° CLA do SAB L35+ tartarato de sédio a -9,10 kJ.mol™ no 5°

CLA do SAB PPO400+ tartarato de sodio.
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Outra tendéncia observada para a A..-H foi 0 seu aumento em maodulo
com o aumento do CLA, ou seja, ocorre uma maior liberagdo de energia
guando os sistemas sao preparados a partir de composicdes globais mais
altas. Este comportamento de A;.H indica que, a medida que aumenta-se a
segregacao dos componentes formadores do sistema, as interacdes que sédo
formadas devido a transferéncia da norbixina para a fase superior € mais
estavel que aquelas que sdo rompidas.

O comportamento de particdo, ndo s6 de solutos, mas também de
ions, em SAB, sdo compreendidos em termos de destruicdo/formacdo das
interacbes intermoleculares que ocorrem ao longo do processo de
transferéncia do soluto de uma fase para outra®?. Assim a entalpia do
processo de transferéncia da norbixina envolve seis termos de pares

interacionais, de acordo com a equacao 15.

AyH = Ay_p,0H + Ax_sH + Ay, 0-sH + An—macroH + An,0-MacroH +

AS—MacroH (15)

em que A;_;H representa a entalpia de interacdo entre os componentes i e j.
Estes componentes sdo: agua (H.0), sal (S), macromolécula (Macro),
norbixina (N).

Nos SAB, a principal diferenca de composicdo entre as fases € a
elevada concentracdo de macromoléculas na fase superior e de ions na fase
inferior. Assim, no processo de transferéncia sdo formadas interacdes entre
os pares N-Macro, H,O--S fazendo com que 0s termos Ay, o_sH € Ay_pyacroH
contribuam para uma entalpia favoravel a particdo. Ja os termos Ay_p,0H,
An_sH, Ay,0-macroH € As_macroH representam os pares interacionais que

sdo rompidos. Estes quatro ultimos termos ocorrem com absorcdo de
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energia e, assim, sdo desfavoraveis para o processo de transferéncia da
norbixina para a fase polimérica.

Estes resultados fornecem suporte para uma interpretagdo molecular
do processo de transferéncia. Supondo as magnitudes das interagdes N-H,O
nao sendo muito distintas nas fases superior e inferior, este termo nao
influéncia os valores da entalpia de transferéncia. Assim, a medida que A,.H
torna-se mais negativa,
Ap,0-macrol + Bs_maceroH + A1\1—5‘H| < |AN—MacroH + AHZO—SH|-

A partir da relagdo acima se pode analisar a influencia do anion e
hidrofobicidade do polimero sobre o fator entélpico de transferéncia da
norbixina nos
SAB do tipo polimero-eletrdlito.

A andlise do valor do A,H para o 1° CLA dos SAB PEO 1500+
tartarato de sodio e PEO 1500+succinato de sodio mostra que a presenca
do anion tartarato em detrimento do &nion succinato promove uma maior
liberacdo de energia, isso ocorre, pois a interacdo H,O-S é mais forte para o
primeiro sistema do que no segundo e promove uma maior liberacdo de
energia.

Jé a analise do 5° CLA do SAB PEO 1500+ tartarato de sodio e o 1°
CLA do SAB PPO 400+ tartarato de sodio revela a influéncia da
hidrofobicidade do polimero sobre o processo de transferéncia com base nas
interacbes que sdo realizadas nesses sistemas. A partir dos valores
encontrados para o A;.-H conclui-se que as interacbes realizadas entre a
macromolécula e as espécies quimicas (H.O ou ions) eram mais

desfavoraveis para o segundo sistema, devido principalmente a presenca
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dos segmentos Oxido de propileno. Tais interagbes desfavoraveis
necessitam absorver um menor conteddo energético para serem rompidas,
de modo que ao somar a energia consumida para quebrar as interacdes
iniciais com a energia liberada devido as novas interacdes formadas € obtido
esse valor de A,H mais negativo para o sistema formado por PPO 400+
tartarato de sodio.

O termo A.,.-S relaciona com o0 aumento ou redugéo das possibilidades
de distribuicdo dos componentes presentes no sistema que ocorre devido a
transferéncia de moléculas de norbixina da fase inferior para a fase superior.
Pela tabela 15, vemos que o processo termodinamico estudado ocorre com
aumento entropia (A.,-S>0). Dessa forma € razoavel considerar que o valor
do A.,-S medido esta relacionado ao processo de transferéncia de todas as
espécies quimicas presentes no sistema que sdo afetadas pela passagem
do soluto da fase inferior para a fase superior, conforme é mostrado pela
equacao 16.

ApyS = Ap, SN 4+ Ap, Sesp-awim. (16)
onde A;,.SY é a variacdo de entropia devido as moléculas de norbixina e
Ap,S€P-A¥m- 5 yariacdo de entropia devido as espécies quimicas que se
deslocam de uma fase para outra.

Da equacao 16 temos que o primeiro termo da direita tem uma
contribuicdo negativa, uma vez que o corante esta saindo de uma regido
com maior densidade numérica e indo para uma regido com menor
densidade numeérica. Ja o outro termo tem uma contribuicdo positiva para a
variacdo da entropia de transferéncia, pois tais espécies quimicas

(moléculas de agua ou ions), que tém as interacbes quebradas devido a
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chegada do soluto, irdo migrar para uma regido de maior densidade
numeérica, aumentando assim a entropia configuracional do sistema.

Andlise similar ao realizado para a entalpia de transferéncia pode ser
feita para o fator entropico. Desse modo ao se comparar os valores de A;-S
para o 1° CLA dos SAB PEO 1500+ tartarato de sodio e PEO 1500+
succinato de sédio, observa-se um menor incremento de entropia quando os
anions tartarato estdo presentes, sendo isso devido a maior hidratacéo
apresentada por esse anion quando comparado ao succinato.

Ao comparar os 5° CLA do SAB PEO 1500+ tartarato de sédio com o
1° CLA do SAB PPO 400+ tartarato de sodio observa-se um menor
incremento entrépico para o segundo sistema, isso € devido principalmente
ao menor namero de espécies quimicas que se transferem para a fase
inferior quando comparado a quantidade de espécies quimicas que realizam
€SSse mesmo pProcesso No primeiro sistema.

ApoOs analisar o efeito do anion sobre os fatores entalpicos e
entropicos relacionados a particdo da norbixina chega-se a conclusao que o
aumento de entropia que ocorre devido a transferéncia das espécies
quimicas que inicialmente estavam interagindo com a macromolécula para a
fase inferior se sobressai ao balanco de interagdes rompidas/formadas, uma
vez que o SAB PEO 1500+ succinato de sodio apresentou um processo de
particdo mais espontaneo no valor de CLA analisado. Mesma influéncia do
fator entropico pode ser observado ao se estudar o efeito da hidrofobicidade
de polimero.

Assim em resumo, podemos concluir que para 0 processo de

transferéncia das moléculas de norbixina para a fase superior dos SAB tanto
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o fator entalpico quanto o entrépico favorecem esse processo, porém o
segundo fator tem maior destaque para sistemas do tipo PEO 1500+
tartarato de sodio, PEO 1500+ succinato de sédio e PPO 400+tartarato de

sadio.

3.3 — Analise das propriedades dos componentes formadores dos SAB
sobre o Ky baseados no modelo termodindmico de Johansson.

Um modelo desenvolvido por Johansson et al.*®* foi usado para
analisar o comportamento de distribuicdo de solutos em SAB em funcéo dos
fatores entalpicos e entropicos, modelo este derivado da Teoria de Flory-
Huggins.

A idéia é analisar separadamente cada fator em relacdo aos valores
do coeficiente de particdo obtido para um dado soluto. Assim a contribuicéo

da entropia para a particdo das moléculas de norbixina é obtido pela Eq. (17)

InKy = ﬂ(

nFS nFI)
p

VS — v a7)

onde My € a massa molar do soluto particionado (norbixina), nfS e nf’ sdo o
namero total de moléculas nas fases superior e inferior, respectivamente, 0s
quais ao serem divididos por VFSe VFloriginam a densidade numérica de
cada fase, e p é a densidade numérica total do sistema, a qual é
determinada pela razdo entre o numero total de particulas presentes e o
volume total ocupado pelo sistema.

E o fator entélpico relacionado ao processo de particdo das moléculas

de norbixina € dada pela Eq. (18):
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__M FS FI - FS 4+ FS
InKy = _R_-?[Z?;l(iiN)(q)i — & )WiN - Zinél(li:tN) Zjn;i+1(j¢N)(¢i i T

i wy] (18)

onde ¢iFS e ¢iFI sdo a fracdo volumétrica dos componentes formadores do
SAB nas fases superior e inferior, respectivamente, w;; € a energia envolvida
na formacgdo do par potencial efetivo definido como: w;; = z[sij — (1/2)(511 +
€;)], z € o nimero de vizinhos préximos, e ¢; € a energia potencial do par i-j.

Este modelo termodindmico € muito util, pois através de equacgbes
bem simples podemos fazer inferéncias sobre os fatores termodinamicos
que regem um dado processo de particdo. Porém como todo modelo teérico
ele ndo tem a obrigacdo de descrever exatamente todo o comportamento
dos resultados experimentais, uma vez que podemos ter situacoes
experimentais que fogem das condi¢cdes pré-definidas na elaboracédo desses
modelos. Um fato muito interessante dos resultados calorimétricos obtidos
para os parametros termodindmicos de particdo da norbixina nos SAB é
justamente essa diferenca observada entre o comportamento real e o
comportamento teorico, ja que os valores determinados experimentalmente
diferiram daqueles esperados para o modelo termodinamico de Johansson
et al., o qual prevé uma reducdo da entropia toda vez que o soluto
particionar preferencialmente para a fase polimérica. Isso ocorre, pois tal
modelo considera apenas o0 processo de transferéncia de moléculas do
soluto, desprezando assim possiveis transferéncias de moléculas do
solvente ou de ions que estdo na fase que ird receber o soluto, e como
discutido anteriormente as espécies quimicas que séo afetadas pelo
processo de particdo da norbixina devem ser consideradas. Entretanto tal

fato observado néo tira os méritos do modelo termodindmico de Johansson
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et. al.>®* o qual continua sendo de grande utilidade para a interpretar a
influéncia sofrida por um dado soluto mediante alteracdes das propriedades

dos componentes formadores dos SAB.

3.3.1- Efeito da massa molar do polimero PEO na particdo da norbixina.

A figura 18 mostra a influéncia da massa molar de PEO sobre o valor
do coeficiente de particdo da norbixina no sistema PEO/ tartarato de sédio/
H,O. Pela figura pode-se ver que na regidao de menores valores de CLA, o
comportamento do coeficiente de particdo da norbixina (Ky) em funcdo do

comprimento da linha de amarracéo (CLA) é muito similar.
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Figura 18: Efeito da massa molar do polimero PEO no coeficiente de
particdo da norbixina (Ky) em funcdo do comprimento da linha de amarracéo
(CLA). SAB: (m) PEO1500+tartNa+H,0 e (o) PEO 4000+tartNa+H,0.
Tal comportamento nos leva a concluir que a massa molar do
polimero PEO néo tem efeito significativo sobre o processo de particdo das

moléculas de norbixina. Desse modo € tido que o processo de transferéncia
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das moléculas de norbixina para a fase superior seja entalpicamente dirigido
em sistemas do tipo PEO+tartarato de sddio+H,0.
Em certos casos a distribuicdo de um soluto € afetado pela massa

molar do polimero constituinte do SAB®*?®.

De modo geral, aumento da
massa molar do polimero do SAB reduz a concentragdo do soluto na fase
que o polimero predomina. Isso € devido a reducdo da densidade numérica
da fase, uma vez que quanto maior for a massa molecular do polimero,
menor serd o0 numero de moléculas do mesmo por unidade de volume.
Aumentando a diferenca de densidade numérica entre as fases superior e
inferior, dificultando assim a passagem do soluto para a fase rica em
polimero, conforme pode ser deduzido da eq. 17.

Porém conforme foi observado na figura 18, onde os sistemas diferem
apenas no tamanho da macromolécula constituinte, nenhuma alteracéo
significante no valor de Ky foi visto. Isto nos leva a concluir que é o fator
entalpico o que direciona a distribuicdo preferencial da norbixina para a fase
superior, uma vez que os polimeros utilizados apresentam a mesma unidade
monomérica —EO-, tem-se que as interacdes realizadas por estas estruturas
e 0 composto norbixina serdo idénticas, ou seja com valores de energia
efetiva de par potencial i-N (w;y) iguais, 0 que explica os valores proximos
de Ky quando os dois sistemas estdo em valores parecidos de CLA, como

pode ser concluido a partir do termo relacionado ao fator entalpico do

modelo de Johansson (equagéo 18).

3.3.2- Efeito da natureza do eletrélito na particdo da norbixina
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E sabido que a modificagdo dos componentes formadores dos SAB
podem afetar drasticamente o comportamento de particdo do soluto de
interesse®*°. Tal efeito pode ser observado na figura 19, onde avaliou-se a
influéncia do anion do eletrdlito formador do SAB sobre a distribuicdo da

norbixina em diferentes valores de CLA.
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Figura 19: Influéncia da natureza do eletrdlito formador do SAB no
comportamento de particdo da norbixina (Ky) em fungédo do Comprimento da
Linha de Amarracdago (CLA). SAB: (m) PEO1500+tartNa+H,O e (o)
PEO1500+succNa+H,0.

Como pode ser observado para os sistemas formados com succinato,
0s maiores valores de Ky ocorreu quando o CLA foi inferior a 36,5 % . A
troca do anion formador do SAB de tartarato para succinato altera o
comportamento de distribuicdo da norbixina em funcdo da composicéo
global do sistema. Nos SAB com Tartarato como anion, tem-se um aumento
do Ky com elevacao do valor da CLA, ja com succinato € observado uma

tendéncia oposta para valores de CLA maiores que 36,50 %.
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Para todos os fendmenos que ocorrem na natureza existe sempre um
balanco entre os fatores entélpicos e entropicos relacionados a tal
fendbmeno. De modo que podem ocorrer situagées onde um ou outro fator
esteja favorecendo a ocorréncia espontanea de tal processo, ou uma
situacdo mais favoravel na qual tanto entalpia quanto a entropia favorecem a
espontaneidade do fendmeno estudado.

Tal competicdo pode ser observada na figura 19, onde para o SAB
constituido por PEO 1500+succinato de sodio+H,0, temos que em valores
de CLA menores que 36,5% ¢é o fator entélpico que comanda o fenémeno de
particdo da norbixina, e em valores de CLA superiores o fator entropico
passa a ter uma contribuicdo crescente sobre esse fendbmeno de modo a
reduzir o valor do Ky.

Em qualquer processo termodindmico que ocorre existe sempre um
balanco entre entalpia e entropia, onde podemos ter que os dois favorecem
o fendmeno, ou situagdes onde um ou outro é quem se sobressai para que
tal processo venha a ocorrer. A figura 19 demonstra bem essa situagéo onde
para o SAB formado por PEO 1500+tartarato de sédio+H,O € o fator
entalpico que governa o processo de transferéncia da norbixina em qualquer
composicdo global na qual o sistema seja preparado, isso é visto pois 0s
valores de Ky sdo sempre maiores que 1,0 e tendem a aumentar com o
aumento do CLA. Isso ocorre, pois com o aumento do CLA, acabamos por

aumentar a concentragdo do polimero na fase superior, e 0 termo
[Zﬁl(iiN)(q)iFS —¢iFI)wiN] destaca-se sobre os demais fatores que podem

influenciar a particdo do soluto de interesse.
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Ja para o sistema PEO 1500+succinato de sédio+H,O temos que a
entalpia prevalece para valores de CLA menores que 36,5% e em valores
maiores a entropia passa a contribuir mais significativamente para o
processo de transferéncia da norbixina. Isso € visto devido ao
comportamento contrario observado para o Ky que diminui a medida que o
CLA é aumentado para valores superiores a 36,5%.

Temos que em valores menores de CLA, o aumento do mesmo tende
a intensificar o nimero de interacbes entre moléculas do corante com
moléculas do polimero, contribuindo para o primeiro termo da eq. (18) tornar-
se mais negativo e aumentar o valor de K. Ja em CLA maiores, a diferenca
na quantidade de agua entre a fase inferior e superior € aumentada (Tabela
16); e conseqlentemente o termo [(nfS/VFS) — (nf1 /VFD)] na eq.(17) torna-
se mais negativo, e a transferéncia das moléculas de norbixina para a fase

superior € menos favorecido entropicamente.

Tabela 16: Diferenca da concentracdo de H,O entre as fases inferior e

superior dos SAB, a 25 °C.

A[H,0] = [H,0]p — [H20]ps %(m/m)

CLA TartNa SuccNa
PEO1500 PEO4000 PPO400 L35 PEO1500

1 13,47 14,40 38,44 23,14 15,74

2 15,22 15,02 42,31 25,59 17,79

3 16,93 15,68 45,98 26,47 20,16

4 19,64 16,38 49,25 28,88 20,67

5 18,67 16,91 51,54 32,40 21,45

E como pode ser visto na tabela 16, a variacdo da concentracéo das
moléculas de H,O em funcdo do valor do CLA & maior quando o &nion

succinato esta presente, e assim o termo relacionado a entropia tem maior
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destaque sobre este sistema do que o0 observado para o sistema que possui
0 anion tartarato.

Além disso temos que considerar também a interagéo realizada entre
esses anions do eletrélito e o pseudo-policétion, pois é natural que ocorra
uma disputa entre estas espécies e o composto norbixina, de tal maneira
que aquele anion que interagir mais fortemente ira dificultar a ocorréncia da
interacdo entre norbixina e o pseudo-polication, reduzindo assim o valor de
Kn. Assim temos que o0 anion tartarato interage mais fortemente com o
pseudo-polication do que o anion succinato, por isso 0 menor valor de Ky
para o sistema no qual o primeiro anion esta presente em comparagdo ao
segundo, como pode ser visto figura 19 para a regido onde os dois sistemas
apresentam a entalpia como fator governante sobre processo de particao da
norbixina. Essa interagcdo mais forte pode ser devido aos grupos hidroxilas
presentes no anion tartarato (figura 20), os quais podem estar
desprotonados no valor de pH no qual o sistema foi preparado, e assim
conferird maior densidade de carga negativa para tal &nion, ou as interacdes
mais eficientes que o0s atomos de oxigénio desse mesmo grupamento
realizam com o pseudo-polication, quando comparado as interacdes que 0s

atomos de hidrogénio realizam com o pseudo-polication.

OH
0 (o) 0
\ I 4° N Y
C—CH—CH—C_ C—CH—CH;—C_
'o/ o 'o/ (o

H
(A) (B)

Figura 20: Estruturas quimicas dos anions (A) tartarato e (B) succinato.
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3.3.3- Efeito da Hidrofobicidade na particdo da norbixina

A figura 21 mostra o coeficiente de particdo da norbixina em funcao
do comprimento da linha de amarragcéo (CLA) do sistema formado por PEO
1500+tartarato de sodio+H,O, L35+tartarato de sédio+tH,O e PPO
400+tartarato de sédio+H,O. Como pode ser visto, a transferéncia da
norbixina para a fase superior é reduzida a medida que aumenta a
hidrofobicidade da mesma. Esse aumento da hidrofobicidade é dado pelo

contelido de grupos 6xido de propileno (PO) presentes nha macromolécula.
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Figura 21: Efeito da hidrofobicidade sobre o coeficiente de particdo da
norbixina (Ky) em funcdo do Comprimento da Linha de Amarracdo (CLA).
SAB: (m) PEO1500+tartNa+H,O; (A) PPO400+tartNa+H,O e (¢)
L35+tartNa+H,0.

Sendo que para os polimeros/copolimeros estudados tem-se a
seguinte ordem para o conteudo de segmentos —PO-: PPO > L35 > PEO.
Temos assim que quanto mais hidrofilico for o sistema preparado melhor

devera ser a particdo da norbixina.

89



Pela figura 21 podemos ver o efeito que o aumento do carater
hidrofébico do polimero causou sobre a particdo da norbixina. O carater
hidrofébico € aumentado pelo acréscimo de segmentos —PO- (6xido de
propileno), sendo que nos polimeros/ copolimero usados tem-se a seguinte
ordem quanto o segmento PPO (PEO 1500< L35< PP0O400). O acréscimo
de segmentos —PO- na macromolécula acaba por gerar uma diminuicdo da
densidade de cargas da mesma, uma vez que € conhecido que os cations
presentes no meio apresentam a tendéncia de interagir com os segmentos —
EO-, conforme evidenciado nos estudos calorimétricos realizados por Silva e
Loh®*. Tal interacéio acaba criando uma regido com uma alta densidade de

carga positiva, chamada de pseudo-polication, como ilustrado na figura 22.

Figura 22: Modelo de interacdo céation-PEO. Representacdo esquematica da
saturacdo da cadeia polimérica. Legenda: (®) carbono. (@) oxigénio, ()
hidrogénio, (@) cétion do eletrdlito formador do SAB e () anion do eletrélito

formador do SAB
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Tal estrutura torna possivel a interagdo com compostos que sejam
carregados negativamente e viabilizando assim a sua particdo/purificagao.
Dessa forma a diminuicdo do coeficiente de particAo da norbixina esta
refletindo a reducdo da densidade de carga positiva sofrida pela
macromolécula devido o acréscimo dos segmentos —PO-. Essa reducao da
carga efetiva do pseudo-polication acaba por interferir na eficiéncia da
interacdo deste com a norbixina de modo a alterar o valor do w;y, muito
possivelmente elevando o seu valor, 0 que segundo a equacao 18, resulta
na diminuicdo da extensdo com que o soluto se transfere para a fase
superior obedecendo a ordem: PPO < L35 < PEO, conforme observado na

figura 21.
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4. Conclusdes

Neste trabalho verificou-se a possibilidade de utilizacdo dos sistemas
aguosos bifasicos (SAB) como potencial metodologia para a
extracdo/purificacdo do corante natural norbixina, uma vez que valores de
coeficiente de particdo variando de 8 a 130, dependendo do tipo de sistema
utilizado, foram encontrados.

Com esse intuito os parametros mais importantes para se obter a
melhor eficiéncia de extracao/purificacdo do corante foram analisados. Os
resultados obtidos pela metodologia de superficie de resposta (RSM)
indicaram que a quantidade de polimero e sal sdo as variaveis que mais
influenciam a particdo da norbixina quantos os SAB utilizados sdo PEO
1500+ tartarato de so6dio ou PPO 400+ tartarato de sodio. Ja quando troca-
se o anion formador de tartarato para succinato, as variaveis que mais
influenciaram foram a quantidade do sal e o valor do pH do sistema.

A analise dos parametros termodinamicos A..G,A,H e A.,.S revelaram
que a transferéncia de moléculas de norbixina da fase inferior para a
superior é totalmente favoravel do ponto de vista entalpico e entrépico, e que
a espontaneidade dessa transferéncia aumenta com o0 aumento das
diferencas entre as propriedades termodinamicas intensiva das fases para
0s SAB: PEO 1500+ tartarato de sodio, PEO 4000+ tartarato de sodio, L35+
tartarato de sodio e PEO 1500+ succinato de sédio. Ja para os SAB e PPO
400+ tartarato de sodio, a partir de certos valores dessa diferenca de
propriedades termodinamicas intensivas entre as fases, o processo de
transferéncia passa a ocorrer em menor extensao. E assim torna necessario

o estudo das condi¢cbes de otimizacdo dos parametros relevantes ao
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processo de extracao/purificagdo de qualquer soluto em sistemas aquosos
bifasicos

Os estudos das caracteristicas inerentes dos componentes
formadores dos SAB foram avaliados em relagdo ao efeito causado pelo
tamanho da cadeia polimérica, natureza do anion e hidrofobicidade do
polimero sobre o coeficiente de particdo da norbixina. Observou-se que a
natureza do éanion e a hidrofobicidade do polimero interferem no
comportamento de particdo do corante norbixina. Tem-se que 0 anion
tartarato ird competir mais fortemente com a norbixina pela interagdo com o
pseudo-policétion do que o &nion succinato, causando assim um menor valor
do Ky. Ja quanto maior for a hidrofobicidade do polimero menor é o Ky, uma
vez que o aumento do numero de segmentos —PO- na macromolécula acaba
por reduzir a densidade de carga do pseudo-polication, e consequentemente
a interacao desta estrutura com as moléculas do corante.

E um fato muito interessante é que o estudo dos fatores
termodinamicos que regem a particdo da norbixina em sistemas aquosos
bifasicos ndo é totalmente correspondido pelo modelo termodinamico de
Johansson et al. visto que as condi¢cbes reais do experimento difere das

condicdes teodricas estipuladas na elaboracéo de tal modelo termodinamico.
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