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RESUMO

COLOSIMO, Débora Freitas, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro de 2021.
Desenvolvimento, modelagem e simulaciao do processo de extracao e purificacao de bixina
de sementes de urucum (Bixa orellana L.). Orientador: Luis Antonio Minim. Coorientadores:
Valéria Paula Rodrigues Minim e Mdrcia Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal.

Com o objetivo de extrair e purificar a bixina de sementes de urucum, um novo processo
baseado em extracdo alcalina, particdo com sistemas aquosos bifdsicos (SAB) e precipitagdo
acida foi desenvolvido em um simulador SuperPro Designer v. 7.0® (INTELLIGEN INC,
USA). Para implementar o modelo, foram obtidos dados experimentais da lixiviacdo das
sementes, extracdo liquida do pigmento em SAB e precipitagdo dcida. As sementes foram
lixiviadas com solucdes salinas alcalinas para a obtencio do extrato. Um planejamento fatorial
de face centrada (DFFC) foi aplicado para investigar os efeitos da concentracdo de sal, pH e
temperatura sobre o rendimento de extracdo do pigmento. Os maiores valores de rendimento
foram obtidos quando se utilizou fosfato de potdssio, concentracdo do sal de 20% (p/p),
temperatura 25 °C e pH 9,0. O extrato obtido foi entdo purificado usando SAB composto por
fosfato de potéssio (14%) pH 9,0 e polietileno glicol 1500 mol/L (14%) e este processo revelou
que o sal de norbixina particionou preferencialmente para a fase superior (Kp = 210,21). O
estudo de precipitacdo demonstrou que a medida que o pH diminui (até pH 5,0), a concentragdo
do sal de norbixina na fase superior do SAB diminui. A simulag@o do processo com 1 ton de
sementes de urucum indicou que a planta tem capacidade para produzir mais de 1.900 kg/ano
do produto principal (88% de norbixina). O prego de venda ($ 2.400/kg) foi determinado como
parametro mais sensivel na andlise de sensibilidade. Baseado nos indices econdmicos

analisados o projeto mostrou-se atrativo.

Palavras-chave: Urucum. Extracdo alcalina. SAB. SuperPro Designer.



ABSTRACT

COLOSIMO, Débora Freitas, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2021.
Development, modeling and simulation of extraction and purification of bixin from
annatto seeds (Bixa orellana L.). Adviser: Luis Antonio Minim. Co-advisers: Valéria Paula
Rodrigues Minim and Mdrcia Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal.

To extract and purify bixin from annatto seeds, a new process based on alkaline extraction,
partition with an aqueous two-phase system (ATPS) and acid precipitation was developed on a
SuperPro Designer v. 7.0® simulator. To implement the model, experimental data of seed
leaching, liquid extraction in an ATPS and acid precipitation were determined. The seeds were
leached using alkaline saline solutions and a face-centered factorial design (FCD) was applied
to investigate the effects of salt concentration, pH and temperature on the yield of the dye
extraction. The highest yields were obtained with potassium phosphate 20% (w/w), at 25 °C
and pH 9.0. The extract was then purified using ATPS composed of potassium phosphate (14%)
pH 9.0 and polyethylene glycol 1500 mol/L (14%) and norbixin salt preferentially partitioned
to the top phase (Kp = 210.21). The acid precipitation demonstrated that, as the pH decreases,
the concentration of norbixin salt in the top phase decreases. The process simulation with 1 t of
annatto seeds showed that the plant has the capacity to produce more than 1,900.00 kg/year of
the main product (88% of norbixin). The selling price ($ 2,400/kg) was the most sensitive
parameter of the sensitivity analysis. Therefore, the project is attractive based on the economic

indexes analyzed.

Keywords: Annatto. Alkaline extraction. ATPS. SuperPro Designer.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil tem se consolidado como o maior produtor a nivel mundial de sementes e
corante de wurucum, se destacando tanto pela quantidade quanto pela qualidade,
disponibilizando no mercado sementes com até 6% de bixina, o carotendide majoritdrio das
sementes de urucum. Segundo o IBGE, a producio de urucum no Brasil tem evoluido, sendo
que em 2019 alcancou uma produgdo de 15.625 toneladas. Por outro lado, os precos das
sementes t€ém aumentado ao longo dos anos, principalmente devido a falta de matéria prima no
mercado, para além do que seria demandado pelas industrias.

Devido a preocupagdo com aspectos ambientais € de sadde, consumidores tém
procurado cada vez mais por produtos que ndo fazem uso de aditivos sintéticos. Além disso,
percebe-se que vdrios paises tém proibido o uso de corantes sintéticos em alimentos. Neste
contexto, a aplicacdo de corantes naturais tem se intensificado nas industrias alimenticias e,
portanto, o desenvolvimento tecnolégico de processamento deve acompanhar a evolucao do
mercado.

Na tecnologia de processamento de urucum nao se tem percebido muita inovacao, sendo
que trés métodos comerciais de extracao se destacam: a extracao alcalina, a extragdo em 6leo e
a extragdo com solventes organicos. Entretanto, devido aos recentes interesses na separacdo de
substancias farmacologicamente ativas presentes nas sementes de urucum, o desenvolvimento
tecnoldgico para essas industrias tem ganhado destaque podendo alcancar um novo patamar.
Sendo assim, novas técnicas de extracdo tém sido estudadas, incluindo extragcdo assistida por
ultrassom ou micro ondas, extra¢do com fluido supercritico e extragdo acelerada por solventes.

Impurezas presentes no extrato, tais como agucares, dcidos organicos, proteinas e outras
moléculas soliveis, devido aos métodos ndo seletivos de extracdo podem significativamente
afetar a qualidade e estabilidade do corante e substancias ativas presentes. Consequentemente,
uma purificacao posterior é desejada para aumentar a atividade bioldgica e a vida de prateleira
dos componentes extraidos. Sistemas aquosos bifdsicos € uma operag@o unitdria de extragao
liquido-liquido que tem sido utilizada para separacdo e purificagdo de compostos bioldgicos,
uma vez que se apresenta como um sistema composto em grande parte por dgua e pequenas
quantidades de polimeros e sais, estando em conformidade com os requerimentos da quimica
verde.

Considerando o que foi apresentado, este trabalho teve como objetivo estudar o processo

de extracdo de bixina a partir de sementes de urucum (Bixa orellana L.) usando solugdes



alcalinas e a purificacdo do pigmento com o uso de sistemas aquosos bifdsicos compostos por
polimeros e sais, e precipitacdo dcida. O processo foi modelado usando o software SuperPro
Designer® e os dados de cada etapa do processo foram obtidos experimentalmente por meio
de ensaios conduzidos em escala de bancada. Além disso, a viabilidade econdmica do modelo

foi avaliada a através de andlises de sensibilidade.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolvimento, modelagem e simula¢do do processo de extracdo e purificacdo de

bixina de sementes de urucum (Bixa orellana L.) usando dados experimentais obtidos em escala

de bancada.

Objetivos especificos

Estudar a extracdo de bixina com diferentes solucdes alcalinas avaliando os efeitos da
concentracdo de sal, pH e temperatura;

Determinar os coeficientes de particio do pigmento, proteina e acucares utilizando a
extra¢do liquido-liquido com sistemas aquosos bifésicos;

Estudar o processo de precipitacio dcida da bixina apds a operacao de extracao liquido-
liquido em diferentes valores de pH;

Desenvolver um modelo matematico do processo de extracdo e purificacdo de urucum
usando o software SuperPro Designer® (INTELLIGEN INC, USA), avaliando os
balancos de massa e energia;

Avaliar a viabilidade técnico-econOmica do modelo.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1. Urucum

A palavra urucum tem origem no Tupi-Guarani uru-ku e significa “vermelho”
(CASTRO et al., 2009). E o nome dado a planta denominada cientificamente como Bixa
orellana L. e pertencente A familia Bixaceae. E uma planta arbérea (Figura 1) origindria da
América Tropical e compde a flora amazonica, mas, apesar disto, pode ser encontrada em locais
diversos com as mesmas caracteristicas do clima tropical, tais como: Colombia, México,
Equador e Peru (RADDATZ-MOTA et al., 2017). As caracteristicas botanicas da planta sdao
heterogéneas, mas em geral é considerado um arbusto de crescimento rdpido que pode atingir
de 2 a 5 metros e, excepcionalmente, pode atingir até 10 metros. Além disso, apresentam flores
e produzem frutos ovoides tipo cdpsula, chamados de cachopas (Figura 2a). As sementes

encontram-se no interior das cépsulas e estas podem variar de quantidade dependendo da

variedade da planta (CASTRO et al., 2009; DEMCZUK JR; RIBANI, 2015).

Figura 1. Urucuzeiro (CARVALHO, 2020).

As sementes sdo consideradas a parte da planta com importancia comercial, ja que o
pericarpo seco da semente (revestimento externo da semente) possui pigmentos com grande
aplicacdo industrial. A partir delas é produzido um dos corantes mais usados no mundo, que é
aplicado ndo somente em produtos alimenticios, mas também nas industrias quimica, cosmética
e farmacéutica (VILAR et al., 2014). O baixo custo de producdo e baixa toxicidade fazem deste
um pigmento atrativo comparados a outros corantes sintéticos (AGNER et al., 2004). Dentre os
corantes naturais, o urucum tem grande importincia econdmica-social, ja que a partir de suas

sementes consegue-se obter corantes que vao do amarelo ao castanho, passando pelo vermelho.
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Além disso, quando comparado aos demais pigmentos naturais, 0 urucum possui maior

estabilidade e uma coloragdo atrativa (TAHAM et al., 2015).

ARILO

SEMENTE INTEIRA CORTE TRANSVERSAL

(a) (b)
Figura 2. (a) Cachopa de urucum (b) Semente inteira e em corte (CARVALHO,
2020)

As sementes de urucum apresentam um arilo (pericarpo, Figura 2b) que possui vdrias
substancias além do pigmento vermelho caracteristico. Este representa de 5 a 10% do peso da
semente, dos quais 30% do peso total € representado pelos carotenoides. Os 70% restantes estao
divididos entre proteinas, lipideos, carboidratos, umidade e cinzas (Tabela 1) (CARVALHO et
al., 2010).

Tabela 1. Composi¢do das sementes de urucum

Composicao (%) Semente”  Arilo

Umidade 9,8 3,5

Cinzas 4,6 2,0

Proteina bruta (%N x 6,25) 10,8 2.5
Extrato etéreo 4,8 30,0
Carboidratos totais 70 32,0
Carotenoides totais - 30,0

(1) Semente sem arilo

Fonte: CARVALHO et al., 2010



13

1.1 Pigmentos do Urucum

Os pigmentos do urucum se encontram recobrindo a superficie externa das sementes. A
bixina € o pigmento presente em maior concentragdo nas sementes, representando cerca de 80%
do total de carotendides. Sendo assim, é o pigmento mais importante, responsdvel pelas
tonalidades que variam do amarelo ao vermelho. De acordo com as caracteristicas da planta
(tipo ou variedade), a localizacdo geografica da cultura, a altitude da drea explorada e as
condic¢des climéticas, a quantidade de bixina nas sementes pode variar de 1% a 6% (CASTRO
et al., 2009; VILAR et al., 2014).

A bixina (Figura 3) possui uma cadeia de 25 carbonos, féormula molecular C25sH3004,
contendo um &cido carboxilico e um éster metilico nas extremidades, sendo que, essa tltima
estrutura, confere ao pigmento um cardter lipofilico, tornando-o insolivel em &4gua (DA
COSTA; CHAVES, 2005). O croméforo da bixina € o sistema de duplas ligacdes conjugadas,
conferindo sua coloracdo avermelhada particular. Porém, essa mesma estrutura € a origem da

sensibilidade aos danos causados pelo oxigénio, luz e temperatura (FRANCIS, 1996).

HD{){:&&HKHHH\

S
Bixina COOCH,

Figura 3. Molécula da bixina (RIOS; MERCADANTE, 2004).

A norbixina (Figura 4), com férmula molecular C24H2304, € o derivado da bixina que,
apesar de ocorrer naturalmente, € quase sempre referida como produto da saponificacdo da
bixina, sendo esta a sua forma de obtencdo para fins comerciais (VILAR et al., 2014). Em meios
alcalinos, o grupo metil da bixina pode ser saponificado, produzindo o 4cido dicarboxilico livre,
denominado norbixina, de menor caréter lipofilico (SILVA; NACHTIGALL; STRINGHETA,
2009).
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HOOC =~ X 7 7 7 7 Ny Y S

=

.. COOH
Norbixina

Figura 4. Molécula de norbixina (RIOS; MERCADANTE, 2004).

A bixina e a norbixina apresentam duas configuragdes estereoquimicas, isto €, cis e
trans. Em condi¢des normais, nos extratos pode-se predominar a cis-bixina ou a cis-norbixina,
mas elas sdo mais instdveis. Em solucdo sob aquecimento a cis-bixina € convertida para a
configuragcdo frans, mais estdvel. Ao continuar o aquecimento, sdo gerados compostos de

degradacao, conforme mostrado na Figura 5 (FRANCIS, 1996).

Calor Calor
cis-bixina —— trans-bixina ——

compostos
degradados

Figura 5. Inter-relacdo entre os diferentes pigmentos do urucum (adaptado de FRANCIS,

1996).

A bixina e a norbixina, por apresentarem dois grupamentos fortemente polares em sua
molécula, sdo uma particularidade dentre os carotendides. Além disso, a bixina € uma excecao
Ja que é um caratenoide naturalmente encontrado na forma cis enquanto os demais t€m a
configuracdo trans (DEMCZUK JR; RIBANI, 2015). A cis-bixina € sensivel a luz e também ¢é
instavel a temperatura ambiente, mesmo quando armazenada no escuro (HENRY, 1996).

Em meios onde ha excesso de dlcali, a bixina dissocia-se para formar um sal,
convertendo-se em um composto solivel em &dgua, denominado norbixinato, ou sal de
norbixina. Isto ocorre por meio da hidrélise do grupamento éster. Se o meio torna-se acido, o
norbixinato € reprotonado, formando a norbixina, que € um 4cido dicarboxilico insolivel em

agua, ocorrendo entdo a precipitacdo do pigmento. Tal mecanismo € apresentado na Figura 6.
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Bixina

COQCH,

KOH
NaOH

5al da Morhixina
COOK
CO0Na

KOH H*
NaOH

Morbixina

COOH

Figura 6. Mecanismo de conversao da bixina, em norbixina e no sal norbixinato

(STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018)

Sendo assim, a partir da bixina sdo obtidos 0s demais pigmentos do urucum, a norbixina
(lipossoluvel), o sal da norbixina (hidrossoluvel) e os produtos de degradagdo térmica
(lipossoluveis e de coloracdo amarela mais estavel).

Outros carotendides ja foram isolados das sementes de urucum, entretanto, em
quantidades muito pequenas. Além disso, utilizando-se técnicas como espectrometria de massa
e ressonancia magnética nuclear, ja foram reveladas as estruturas destes compostos

(MERCADANTE et al., 1996; MERCADANTE; STECK; PFANDER, 1997, 1999). Os
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mesmos autores relatam em trabalhos que outros carotendides foram detectados nas sementes

de urucum, tais como: -caroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina e metil bixina.

2. Importancia econémica

A busca por uma alimentagdo mais sauddvel € uma tendéncia mundial que tem
proporcionado um aumento no consumo de corantes naturais. Estes sdo utilizados desde os
primérdios da humanidade, mas foram substituidos aos poucos pelos corantes sintéticos, que
s30 mais praticos, estaveis (em relagdo a pH, luz, oxigénio e calor) e possuem baixo custo de
producgdo. A preocupacio dos consumidores com aspectos ambientais e também de sauide, além
da proibi¢do do uso de corantes sintéticos em alimentos em varios paises, fez com que algumas
industrias tenham optado pela exploracdo de corantes naturais, como o urucum. O baixo custo
de producio e baixa toxicidade do corante de urucum o tornam ainda mais atrativo.

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de urucum, com producio anual de
15.625 ton (Figura 7), em que cerca de 70% ¢ utilizada na producao de corantes. O seu plantio
estd presente em quase todo o territrio nacional, sendo que os estados com maior produgdo sao
Sao Paulo (5.424 ton) e Rondo6nia (3.566 ton) (IBGE, 2021).

No Brasil, a cultura e produ¢do do urucuzeiro sdo destinadas principalmente a
comercializacio de graos moidos, a partir dos quais sdo fabricados colorifico para os mercados
nordestinos e corantes naturais para o sul do pais. Estes corantes possuem diversas aplicacdes

como em massas, doces, sorvetes, bebidas, tintas, entre outras (FABRI; TERAMOTO, 2015).
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Figura 7. Producdo de sementes de urucum no Brasil (IBGE, 2021).
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Como o urucuzeiro possui cultura perene e de baixo investimento, visto que se
desenvolve naturalmente em solos de média e baixa fertilidade, a producdo de urucum era
voltada a pequenos e médios produtores. Entretanto, com a mudanca do cendrio comercial, o
urucum se tornou uma das principais matérias-primas de corantes naturais, logo, sua produgao
teve um crescimento e ja € encontrada em grandes propriedades rurais (FABRI e TERAMOTO,
2015).

A qualidade das sementes estd diretamente relacionada a fatores como umidade,
impurezas e teor de pigmento, sendo que este ultimo determina o preco de venda das sementes
(DEMCZUK JR; RIBANI, 2015).

O mercado de urucum corresponde a aproximadamente 90% do consumo total de
corantes naturais do Brasil e cerca de 70% de corantes naturais do mundo. Sendo assim, as
pespectivas de crescimento deste mercado sdo promissoras. Além disso, pesquisas mostram que
parte das sementes que antes eram descartadas pela inddstria de corantes podem ser utilizadas

em misturas com racdes animais ou para adubagdo organica (SILVA et al., 2006).

3. Aplicacao

O urucum € utilizado na inddstria alimenticia ha muitos anos, especialmente em
laticinios e carnes. Tecnicamente € um bom corante e possui uma certa flexibilidade, ja que
possui as formas lipo e hidrossoluveis (FRANCIS, 1996). Além disso, o sucesso do uso deste
corante no setor € devido a comparativa instabilidade dos corantes sintéticos utilizados para a
mesma finalidade, além de possuir baixa toxicidade e geralmente exibir melhor
biodegradabilidade e compatibilidade com o meio ambiente (RATHER; MOHAMMAD,
2016).

Na industria de alimentos, os pigmentos hidrossoliveis do urucum sdo aplicados
principalmente em sorvetes, queijos, bebidas, molhos, dentre outros e representam quase a
totalidade do mercado do corante. J4 os lipossoliveis sdo utilizados em cremes vegetais,
margarinas, queijos € em outros produtos oleosos (CASTRO et al., 2009; STRINGHETA;
SILVA; COSTA, 2018). Podem ainda ser utilizados como condimento caseiro (colorau), obtido
através da mistura do p6 de urucum com fubd (FABRI; TERAMOTO, 2015); como 6leo
empregado no revestimento das laranjas para lhe conferir melhor apresentaciao e conservacao;
€ como racao para aves em postura ja que o caroteno do grao triturado do urucum influencia a
pigmentacdo da casca e da gema dos ovos (SILVA et al., 2006).

O urucum é, muitas vezes, combinado com outros corantes naturais para se produzir

variadas matizes de cor. A combinacao de urucum e a curcumina é desejavel quando se almeja
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uma tonalidade mais amarelada, enquanto a cor mais avermelhada pode ser obtida com sua
mistura com carmim, beterraba ou antocianinas. J4 a coloracdo mais escura € resultado a
mistura de urucum e clorofila (STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018).

Na industria téxtil, de tintas e vernizes o urucum € utilizado para tingir tecidos nas cores
amarela, alaranjada e vermelha forte, para avivar e modificar certas tintas e € usado, ainda, para
dar cor aos vernizes. O urucum também tem aplicacdo em cosméticos como na formulacdo de
bronzeadores, batons e pés faciais, principalmente devido as caracteristicas antioxidantes dos
carotendides. Na literatura encontram-se aplicagdes do urucum também na medicina, como
composto adstringente, bactericida, agente oxidante, eficaz no combate aos radicais livres ou
ainda para o controle de taxas de colesterol e reducdo dos niveis de triglicerideos no sangue
(RATHER; MOHAMMAD, 2016).

Lima et al. (2001) estudaram os efeitos da ingestdo de bixina, norbixina e quercetina no
metabolismo lipidico de coelhos. Os resultados mostraram que, dentre as substancias estudadas,
a bixina apresentou o melhor efeito na reducdo do colesterol e também na manutencdo de
valores mais altos de colesterol-HDL. Este trabalho mostrou que estas substancias poderdo ser
utilizadas como farmacos no tratamento ou prevenc¢do de doengas cardiacas.

No trabalho de Fleischer et al. (2003) foi demonstrado que o extrato etandlico de folhas
e sementes de Bixa orellana L. apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas testadas.

Outros trabalhos descrevem qualidades medicinais do urucum no emprego ao
tratamento de hemorragias e queimaduras de pele. Além de propriedades que sdo efetivas contra
diarréia, amidalite, no tratamento de doencas peitorais, também como estimulante, diurético,
febrifugo, expectorante, cicatrizante, laxante, dentre outras (PILLAI et al., 2018;

SRINEERAJA, 2017).

4. Processos de obtencao de corantes do urucum

Como os pigmentos do urucum estao localizados no pericarpo das sementes, a extragdo
destes € facilitada pelo fato de ndo ser necessdrio triturar as sementes. Logo, normalmente os
pigmentos sdo extraidos por processos mecanicos (atrito ou raspagem) ou fisico-quimicos
(solventes). Comercialmente, trés métodos sdo usados para extrair o pigmento das sementes: a
extracdo alcalina (solu¢do de NaOH ou KOH), que resulta na conversdo da bixina (lipossoldvel)
em sal de norbixina (hidrossoldvel); extracdo com 6leo (soja, milho), que resulta na remocao

da bixina e também de pequenas quantidades de outros materiais coloridos; e a extracdo com
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solventes organicos (cloroférmio, etanol, acetona), que resulta na forma mais pura do pigmento
bixina (TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015). Abaixo serdo descritos os principais métodos

de extracao conhecidos.

4.1 Processos Mecanicos

A extracdo mecanica ¢ um método fisico que baseia-se no atrito ou na raspagem das
sementes para remover o arilo. Estes métodos possuem vantagens como a diminui¢do do tempo
de processamento, a reducdo ou a elimina¢do do uso de solventes, evitando-se portanto, a
combinacdo destes no extrato, e, com isso, ndo sendo necessario separar o solvente do extrato
e também em alguns casos ndo sendo necessdrio secar o extrato. Entretanto, estas técnicas
mecanicas podem requerer um tratamento prévio das sementes como uma secagem a baixa
temperatura para preservar a qualidade do pigmento (MASSARANI; PASSOS; BARRETO,
1992; TAHAM; SILVA; BARROZO, 2016).

4.1.1 Atrito e secagem em leito de jorro

O atrito e secagem em leito de jorro € um método de extracdo a seco muito utilizado.
Utiliza-se um equipamento em que as sementes de urucum sao forcadas a atravessar um tubo
em um extrator de leito de jorro devido a passagem de um fluxo de ar. O impacto da particula
faz com que a camada superficial da semente se solte liberando a bixina em p6 (STRINGHETA
e SILVA, 2008). Esta tecnologia utiliza aparelhos relativamente simples e de fécil instalagao,
permitindo que sejam utilizados em dreas proximas as plantagdes de urucum, agregando valor
ao produto final. Além disso, esta metodologia se destaca por permitir um maior controle do
processo (TAHAM; SILVA; BARROZO, 2016).

Um estudo mostrou que é possivel extrair eficientemente a bixina das sementes de
urucum utilizando o leito de jorro (BARROZO; SANTOS; CUNHA, 2013). Dando
continuidade a este trabalho, alguns pesquisadores, com o objetivo de aumentar o rendimento
da extracdo, propuseram o uso de uma nova configuracdo para o leito de jorro utilizando um
tubo draft, ou seja, um anteparo com altura reguldvel. As varidveis estudadas foram a influéncia
da posicdo do anteparo, a massa inicial das sementes e a vazao de ar. O rendimento da extracao
na configuracdo otimizada foi de 66,21%. O pé de urucum obtido obteve teores de bixina
variados, mas sempre superiores a 30%, sendo, portanto, atraentes comercialmente (TAHAM;

SILVA;BARROZ0,2016).
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4.1.2 Raspagem e peneiramento

A raspagem e peneiramento sdo métodos rudsticos para obtencdo do corante e, como
apresentam baixo rendimento, ndo sdo utilizados em escala industrial. A raspagem pode ser
feita com escovas de nylon e o peneiramento ¢ realizado através da agitacdo das sementes em
uma peneira, de forma que a camada externa se desprenda e seja separada originando uma

“massa’” corante (STRINGHETA e SILVA, 2008).

4.2 Processos Fisico-Quimicos

Existem diversas pesquisas com o objetivo de obter novos métodos de extracdo dos
pigmentos do urucum e também otimizar os ja existentes. Os processos mais conhecidos sdo os
fisico-quimicos que se utilizam de solventes como 6leos (soja e milho), solucdes alcalinas e

solventes organicos como cloroférmio, etanol e acetona.

4.2.1 Extracao com dleos vegetais

A imersdo de sementes em Oleo comestivel foi uma das primeiras formas de se obter
corante de urucum. Na culinaria doméstica, as sementes eram adicionadas ao 6leo e entdo
aquecidos por um tempo para que o pigmento migrasse para o 6leo. Em seguida, o extrato
obtido era resfriado, filtrado e envasado para posterior uso no preparo de arroz, sopas, dentre
outros pratos. Este procedimento se baseia no fato de a bixina ser lipossolivel e foi adaptado
para se obter industrialmente o corante de urucum em 6leo (STRINGHETA e SILVA, 2008).

Na extracdo direta, as sementes sdo imersas em 6leo vegetal comestivel refinado que é
aquecido e filtrado, produzindo uma solugdo oleosa de bixina. O extrato apresenta em média
1,5% de bixina e € comercializado como um corante para alimentos ricos em lipidios
(PRESTON; RICKARD, 1980).

Os pigmentos do urucum dissolvidos em 6leo vegetal possuem algumas caracteristicas,
tais como: presenga de isdmeros trans da bixina (mais estdveis e mais soliveis em 6leo) e
produtos de degradacdo térmica da bixina (com menor massa molecular e maior estabilidade)
formados durante o aquecimento e que conferem uma tonalidade mais amarela ao corante
(PRESTON; RICKARD, 1980).

O colorau ou colorifico pode ser produzido através da extracdo com 6leos vegetais. Este
¢ um produto constituido pela mistura de fuba ou farinha de mandioca com o urucum em pé ou
com o extrato oleoso de urucum. Este produto, que tem como principal mercado a regido
Nordeste do pais, € muito utilizado para proporcionar a cor avermelhada para carnes, molhos,

queijos e arroz (TOCCHINI; MERCADANTE, 2001).
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4.2.2 Extracao com solventes organicos

A extrac@o com solventes € a mais eficiente em relacio ao teor de pigmentos extraidos
e a pureza do extrato. A bixina pode ser extraida da semente por meio de solventes organicos
como etanol, acetona, éter de petréleo, propan-2-ol, dicloroetano e, posteriormente, 0s extratos
sdo concentrados através da remocao dos solventes (STRINGHETA e SILVA, 2008).

Este método € limitado pela necessidade de que o solvente seja compativel com o
produto final. Em escala alimenticia, o corante esté sujeito a restri¢des técnicas pela toxidade
potencial de residuos de solventes. Portanto, apesar desta técnica ser eficiente em relagcdo a teor
de pigmentos e a pureza de extrato, ela ndo € muito utilizada em escala industrial (PRESTON;

RICKARD, 1980).

4.2.3 Extracao com solucoes alcalinas

A extracdo com solucdes alcalinas é o método de produgdo de corante de urucum mais
utilizado em escala industrial por ser também o mais simples. Este processo considera o fato de
que a bixina, pigmento lipossoldvel, se converte em um sal de norbixina (hidrossolivel) em
meios alcalinos, através da saponificagdo do grupo metil da bixina (Figura 6). Comumente
utilizados estdo os hidréxidos de sodio (NaOH), potédssio (KOH), amoénio (NH4OH) e o
carbonato de s6dio (Na2COs3) como fonte de alcali (CHUYEN et al.,2012).

A intensidade da reacdo de saponificacdo da bixina depende, em grande parte, da
concentracdo e do tipo da base utilizada e, em menor extensdo, do tempo e da temperatura do
processo. De modo geral, quanto mais concentrada a base, mais completa serd a reacdo de
saponificagdo. Em relacdo ao tipo de base, algumas proporcionam rea¢do completa enquanto
outras oferecem uma reacdo parcial, gerando mistura de pigmentos (bixina e norbixina) no
extrato.

Um tempo maior de extragdo normalmente proporciona uma maior conversao de bixina,
entretanto, pode ocasionar a degradacdo do pigmento. Quando temperaturas mais elevadas sao
utilizadas, percebe-se um aumento no rendimento da extra¢do dos pigmentos, porém com pouco
incremento na reacdo de hidrélise da bixina em norbixina. Isto se nota de forma marcante com
uma maior conversdao dos compostos da forma cis para a trans. Estes também possuem valor
como corante para alimentos e podem estar presentes em um extrato ou formulacao de urucum,
dependendo de como tenha sido preparado (STRINGHETA e SILVA, 2008).

O método de obtencao do pigmento determinard os produtos em que o corante podera
ser utilizado. Para a extragdo com solugdes alcalinas, algumas dificuldades de aplicacao

poderdo surgir quando tem-se um meio mais acido. Isto ocorre porque nesta condi¢cdo, o
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norbixinato serd reprotonado e formard a norbixina, composto com menor solubilidade em
dgua, ocorrendo a precipitacdo do pigmento (Figura 6). Além disso, outra limita¢do associada
ao método estd na remocdo da solucdo alcalina do extrato. Esta exige operacdes unitdrias
posteriores ao processo, elevando o custo energético do processo (TAHAM; CABRAL;
BARROZO, 2015).

A eficiéncia de diferentes solventes (KOH 0,6%, NH4OH 2%, NH4OH etandlico 2% e
etanol comercial) na extracdo de pigmentos da semente de urucum foi avaliada em um trabalho
de 2010. O residual de bixina presente nas sementes ao final da extracdo foi o parametro
utilizado para avaliar a eficiéncia da extra¢do. Sendo assim, concluiu-se que o melhor solvente
extrator foi o NH4OH etandlico 2% uma vez que nesta condi¢c@o obteve-se o menor teor residual
de pigmento nas sementes e, consequentemente, a maior eficiéncia de extracao (84%) (SILVA;
NACHTIGALL; STRINGHETA, 2010).

Chuyen et al. (2012) compararam dois processos de extracdo de bixina das sementes de
urucum que envolviam combinagdes de solucdes de hidréxido de sédio e 6leo de soja. No
primeiro método, as sementes foram extraidas com solu¢@o de hidréxido de sédio por 20 min a
50 °C e, em seguida, extraidas com 6leo de soja a 100 °C por 40 min. J4 no segundo método as
ordens foram invertidas, ou seja, as sementes foram extraidas com hidréxido de sédio por 40
min e com 6leo de soja por 20 min. Em ambas as combinacdes foram obtidos rendimentos
maiores (47,3% para o método 1 e 53,7% para o método 2) do que a extragdo com somente

hidréxido de sddio (31,8%) ou somente 6leo de soja (42,9%).

4.2.4 Extracdo com CO: supercritico

No processo de extrag@o supercritica, o0 COz € utilizado como solvente em condigoes
criticas de temperatura e pressdo. Sendo assim, nestas condi¢des, ocorre um aumento na
solubilidade de certos compostos neste solvente. Este método tem se mostrado vantajoso na
remogao seletiva de compostos de sistemas alimenticios complexos (TAHAM; CABRAL,;
BARROZO, 2015).

O método de extragdo de bixina com COz supercritico tem sido estudado como uma
alternativa de processo com baixo impacto ambiental. Além disso, este processo nao utiliza
solventes toxicos e produz produtos de alta qualidade.

Taham et al. (2015) estudaram métodos de extrac@o de bixina das sementes de urucum
combinando a tecnologia supercritica com outros métodos de baixo impacto ambiental
(extracdo em leito fixo). O objetivo deste trabalho era aumentar o rendimento da extragdo e

entao tornar o processo mais atrativo economicamente. Entretanto, nenhuma das combinagdes
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testadas foi mais eficiente do que a extracao com etanol a baixa pressdo. Esta condi¢do obteve
as maiores porcentagens de bixina no extrato, caracterizada como a bixina mais pura dentre as
combinacdes testadas.

Os processos de extracdo de pigmentos de urucum que sdo vidveis industrialmente ndo
garantem uma padronizacdo do produto final nem a obten¢do de um extrato com pureza elevada
(MAGESTE et al., 2012). Por exemplo, a extragdo com solucdes alcalinas permitem a extracao
concomitante de carboidratos e proteinas, diminuindo a pureza do pigmento. Por isso, existe a
necessidade de se estudar processos de purificacdo dos extratos para aumentar a pureza,

aumentando também a atividade bioldgica e a vida de prateleira dos componentes extraidos.

5.Sistemas aquosos bifasicos

Os sistemas aquosos bifdsicos (SAB) desempenham um papel importante na extracao
de compostos de origem bioldgica, na medida que suas fases sdo compostas majoritariamente
por agua (60-95%) (SOARES et al., 2015). Desta forma, os SAB podem ser utilizados como
uma tecnologia de extragcdo liquido-liquido e eliminar o uso de solventes orginicos. Estes
normalmente sdo téxicos, cancerigenos e/ou inflamdveis, causando, portanto, problemas
ambientais e de saide (MAGESTE et al., 2012).

Os SAB sao sistemas de duas fases liquidas parcialmente misciveis e se formam quando
um polimero solivel em dgua e uma substincia de baixa massa molar (normalmente um sal
inorganico) ou dois tipos de polimeros soluveis em dgua se dissolvem em solucdo aquosa acima
de suas concentragdes criticas (HATTI-KAUL, 2000). As duas fases aquosas sdo formadas com
diferentes composi¢des, sendo que os solutos distribuem entre as duas fases de acordo com sua
afinidade relativa com cada fase. Os sistemas apresentam meios muito pouco agressivos a
biomoléculas, mantendo suas caracteristicas e atividades biolégicas (ASENJO; ANDREWS,
2012).

Cada tipo de SAB (polimero e sal ou dois polimeros) tem, normalmente, aplicagcdes
diferentes em termos das substdncias a serem purificadas e as necessidades operacionais.
Aqueles formados por polimero e sal tendem a ser menos viscosos, facilitando a separagdo das
fases, enquanto aqueles sistemas formados somente por polimeros podem ser aplicaveis a
substancias que nao toleram a presencga de sais em concentracdes mais elevadas (MONTEIRO
FILHO, 2010).

Os SABs sdo reconhecidos como sistemas econdmicos € eficientes e oferecem muitas
vantagens como: curto tempo de processo, baixo consumo de energia e a possibilidade de

aplicacdo em grande escala (GOJA et al., 2013). Além disso, através da manipulacdo e da
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otimizacdo das composicdes de equilibrio de cada fase imiscivel é possivel induzir um
comportamento de particdo diferencial de uma mistura de analitos, onde certas moléculas
possuem uma maior afinidade por uma fase. Com isso, pode-se explorar este comportamento

em processos de purificacdo (SOARES et al., 2015).

5.1 Aplicacao dos SAB na purificacio de corantes

Na literatura existem poucos estudos de particao/purificacdo de corantes (naturais ou
sintéticos) com a utilizagdo de SAB. Mageste et al. (2009) estudaram a particdo do corante
natural carmim em sistemas aquosos bifasicos compostos por polimeros ou copolimeros (poli
6xido de etileno 1.500, 6.000, 10.000 e 35.000 g/mol; poli 6xido de propileno 400 g/mol e
copolimero tribloco L35 1.900 g/mol) e solugdes aquosas de sal (NaxSO4 e Li>SOs). Foi
investigado o efeito do pH, da massa molar do polimero, da hidrofobicidade, do comprimento
da linha de amarragcdo (CLA) e da natureza do eletrdlito sobre a particio do corante entre as
fases do sistema. Ao final do trabalho, observou-se que o corante se distribui preferencialmente
para a fase polimérica do sistema ocorrendo uma maior concentracdo quando o fon Li+ era o
cation formador do SAB. Além disso, o coeficiente de particio do corante se mostrou
fortemente dependente da natureza do eletrdlito e do pH do sistema.

Mageste et al. (2012) avaliaram a parti¢do da norbixina em sistemas aquosos bifdsicos
formados por polimeros ou copolimeros (poli 6xido de etileno 1.500 e 400 g/mol, poli 6xido
de propileno 400 g/mol e copolimero tribloco L35 1.900 g/mol) e um sal organico (tartarato ou
succinato de sddio). No estudo, foi verificada a distribui¢do preferencial da norbixina para a
fase superior do SAB e o coeficiente de particdo se mostrou dependente da natureza do
eletrélito, da hidrofobicidade do sistema e do comprimento da linha de amarracdo (CLA). A
otimizacao do processo demonstrou que o aumento na concentraciao do polimero e do eletrélito
promove aumento no coeficiente de particdo da norbixina. Além disso, através do calculo de
parametros termodindmicos (entalpia, entropia e energia livre de Gibbs) mostrou-se que a
concentracdo preferencial de norbixina na fase superior é favorecida pelas contribui¢des
entalpicas e entropicas.

Mais recentemente, Junqueira et al. (2018) analisaram o efeito de um surfactante
(brometo de cetiltrimetilamonio) na particao dos pigmentos do urucum em SAB composto por
polietilenoglicol (PEG 1.500, 4.000 ou 6.000 g/mol) ou copolimero (tribloco L35 2.000 g/mol)
e citrato de sédio. Os resultados mostraram o potencial do surfactante como agente modulador
para transferéncia do corante entre as fases. O efeito do surfactante foi atribuido a sua interagdo

com a norbixina, revelando a formagao de pares idnicos entre eles e a formacao de micelas de
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norbixina-cetiltrimetilamonio.

6.Modelagem de processos

A modelagem de processos consiste no emprego de modelos matemédticos para o
desenho e estudo de processos industriais. Geralmente envolve o uso de softwares
especializados para definicdo de um conjunto de operacdes interligadas para, em seguida,
efetuar os cdlculos de balancos de massa e energia, em estado estaciondrio ou dindmico. As
operacdes do processo e suas coneccdes sdo representadas por um diagrama de fluxo de
processo. A simulacdo permite que sejam testadas diferentes configuracdes e condi¢des
operacionais antes da aplica¢do pratica, gerando cendrios, permitindo um maior entendimento
do processo e possibilitando a tomada de decisdo em tempo real.

O mercado de simuladores computacionais tem se expandido muito e hoje existem
diversos softwares disponiveis, tais como o Arena (ROCKWELL AUTOMATION, INC.),
Aspen Plus (ASPENTECH, INC.), Ansys (ANSYS, INC.), dentre outros. Além destes, o
software SuperPro Designer® tem sido amplamente utilizado para aplicacdo em processos
biotecnoldgicos (ANSYS, INC.). Este software é usado na modelagem, avaliacdo e otimizacao
de processos de vdrias dreas como a quimica, a de alimentos e a farmacéutica. Além disso,
permite que sejam desenvolvidas simulagdes de processos em batelada ou continuos, ou mesmo
uma combina¢do de ambos (INTELLIGEN, INC., 2019).

Empresas como a Unilever, Pepsico, Petrobrds e Dupont utilizam o SuperPro
Designer® como ferramenta para modelagem de processos. Além disso, o software € utilizado
em diversas universidades do mundo (INTELLIGEN, INC., 2019).

O software SuperPro Designer® foi utilizado para comparar o processo de captura de
anticorpos humanos utilizando SABs e o processo atualmente utilizado (cromatografia por
afinidade). Foram avaliadas a sustentabilidade econdmica e ambiental de cada caso e os SABs
foram considerados vantajosos em termos de economia e de operagdo do processo, sendo capaz
de reduzir os custos operacionais em 39% quando comparados a cromatografia (ROSA et al.,
2011).

O mesmo software foi utilizado para modelar e analisar a viabilidade econdmica de uma
unidade de processamento do soro do leite para a producdo de concentrado proteico (CPS34 e
CPS80, concentrado com 34% e 80% de proteina, respectivamente) integrada com o
processamento de lactose. Para isto, foram construidos seis modelos e a viabilidade econdmica

foi feita através do Periodo de Payback, Taxa Interna de Retorno, Ponto de Equilibrio e Valor
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Presente Liquido. A produgdo de CPS80 apresentou melhor viabilidade econdémica quando
comparada a producdo de CPS34. Além disso, as plantas que produziam lactose em po se
mostraram mais economicamente atrativas em comparagao com outras perspectivas (SILVA et
al., 2015).

Bajic et al. (2017) projetaram e compararam o processo de producdo da goma xantana
que utiliza meios de cultivo sintéticos e meios baseados em dguas residuais obtidas de diferentes
partes do processo da industria de confeitos. Para isto, um modelo de processo e custo foi
desenvolvido utilizando o SuperPro Designer®. Os resultados obtidos com o modelo poderao
ajudar outros pesquisadores a desenvolver novos processos e tecnologias de producdo de goma
xantana que sejam mais eficientes.

Alcéazar-Alay et al. (2017) desenvolveram modelos para extragdo e concentracdo do
pigmento de sementes de urucum semi-desengorduradas (fracionamento mecéanico e processo
integrado de fracionamento mecanico e extracdo com solvente de baixa pressdo) utilizando o
SuperPro Designer®. O custo da manufatura foi calculado para ambos os métodos e o processo
integrado obteve um custo 96% maior. Sendo assim, concluiu-se que o processo de
fracionamento mecéanico é uma técnica atraente e economicamente vidvel para a obtencao de
particulas ricas em bixina a partir de sementes de urucum semi-desengorduradas.

O mesmo software foi utilizado em uma avaliacdo técnico-econdmica de um processo
de extracdo com fluido supercritico acoplada a extragdo com solvente sob baixa pressdo para a
producdo de 6leo rico em tocotriendis e extrato rico em bixina de sementes de urucum. Foram
avaliados diversos fatores como os diferentes custos de compra de sementes, custos de plantas,
tempos de processamento, entre outros. Dentre os cendrios avaliados, o que foi considerado
mais promissor forneceu custo de manufatura de U$336,96/kg de 6leo e U$12,05/kg de bixina
(ZABOT; MORAES; MEIRELES, 2018).

Diante do exposto, é possivel verificar que existem trabalhos que simularam o processos
de extracdo de pigmento da semente de urucum (fracionamento mecanico, processo integrado
de fracionamento mecanico e extracdo com solvente, e extracdo com fluido supercritico)
utilizando o software SuperPro Designer® e também um estudo que utilizou o mesmo software
para avaliar o processo de captura de anticorpos utilizando SAB. Entretanto, ndo foram
encontrados trabalhos que envolvam a simulacdo e modelagem do processo de extracdo de
bixina a partir de sementes de urucum usando solucdes alcalinas e a purificagdo do pigmento

com o uso de SAB e precipitacdo 4cida.



27

7.Viabilidade economica

A viabilidade economica consiste em avaliar se determinado empreeendimento € viavel
ou ndo economicamente. Com esta avaliacdo, € possivel verificar se € vantajoso para empresa
realizar o determinado empreendimento, considerando o investimento e o retorno esperado.

A viabilidade econdmica de um projeto é determinada por fatores externos e internos
que, se ndo forem bem planejados, podem afetar a continuidade do projeto. Existem diversos
métodos e critérios para auxiliar no processo decisorio de alternativas de investimento, dentre
elas estdo: o Valor Presente Liquido (VPL), Taxa Interna de Retorno (TIR) e o Payback. As
abordagens mais utilizadas envolvem a integracdo de procedimentos de valor do dinheiro no
tempo, consideracdes quanto a risco e retorno e conceitos de avaliacdo para selecionar

investimentos de capital.

7.1 Valor Presente Liquido (VPL)

O Valor Presente Liquido (VPL) pode ser calculado pela diferenca entre o valor presente
das entradas e saidas de caixa que ocorrem durante o tempo de vida de um projeto, descontados
a taxa de desconto de mercado (Equacdo 1). Esta taxa consiste no retorno minimo que um
projeto precisa proporcionar para que o valor de mercado da empresa se mantenha inalterado

(GITMAN, 2010).

VPL = zn: FC 1
B i (14D M

em que FC; é o fluxo de caixa no periodo t, i é a taxa de desconto e t é o periodo.

Nesta andlise, a escolha mais adequada é do projeto que apresenta maior VPL. Quando
a avaliagdo for de apenas um projeto, o VPL for positivo indicard que as entradas serdo maiores
que as saidas de caixa e, portanto, o projeto deverd ser aceito ja que o retorno supera o
investimento. Entretanto, se o VPL for negativo, o projeto devera ser rejeitado, e se o VPL for

igual a zero, a realiza¢do ou nao do projeto € indiferente (NORONHA, 1987).

7.2 Taxa Interna de Retorno (TIR)

A Taxa Interna de Retorno (TIR) consiste na taxa de desconto que faz com que o VPL

de uma oportunidade de investimento seja igual a zero (Equacdo 2) (CONTADOR, 1981).
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n

FC,

TIR = (VPL =0) = m
t=0

2)

em que FC; é o fluxo de caixa no periodo t, i é a taxa interna de retorno e t é o periodo.
Ao utilizar a TIR como um critério de aceitacdo/rejeicdo deve-se aceitar o projeto
quando a taxa for maior do que o custo de capital e, se for menor, o projeto deverd ser rejeitado

(GITMAN, 2010).

7.3 Payback

O periodo de payback € o tempo necessario para que a empresa recupere o investimento
inicial em um projeto, ou seja, tempo para que o retorno (lucro) se iguale ao custo gerado. O
raciocinio € que quanto mais rapido o capital investido seja recuperado, mais rdpido ele podera
ser reinvestido. Este parametro € normalmente utilizado para avaliar propostas de investimento
de capital (NORONHA, 1987).

Normalmente, a duragdo do periodo maximo aceitdvel de payback € definida pela
direcdo da empresa com base em um vdrios fatores como: o tipo de projeto, risco do projeto,
dentre outros. Sendo assim, se o periodo de payback for menor do que o valor definido, o projeto
podera ser aceito, do contrdrio, ele serd rejeitado (GITMAN, 2010).

O periodo de payback, se comparado ao VPL, apresenta algumas limitacdes. Ao calcular
o payback, como nao ha descontos envolvidos, o valor do dinheiro no tempo nao € considerado,
sendo calculado somente somando os fluxos de caixa futuros. Além disso, existe uma falha em
ndo considerar diferencas de risco, ou seja, o cédlculo € feito da mesma forma para projetos
seguros € para projetos arriscados. Sendo assim, talvez o maior desafio nesta técnica seja
determinar o periodo maximo aceitdvel. Como ndo existe uma base objetiva para determinar
esse valor, este € determinado de forma arbitraria. Logo, o payback nao deve ser utilizado de
forma isolada, devendo ser utilizado aliado a outros critérios (ROSS; WESTERFIELD;
JORDAN, 2010).
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CAPITULO 2 - DEVELOPMENT, MODELING AND SIMULATION OF
EXTRACTION AND PURIFICATION OF BIXIN FROM ANNATTO SEEDS (Bixa
orellana L.)

ABSTRACT

To extract and purify bixin from annatto seeds, a new process based on alkaline extraction,
partition with an aqueous two-phase system (ATPS) and acid precipitation was developed on a
SuperPro Designer v. 7.0® simulator. To implement the model, experimental data of seed
leaching, liquid extraction in an ATPS and acid precipitation were determined. The seeds were
leached using alkaline saline solutions and a face-centered factorial design (FCD) was applied
to investigate the effects of salt concentration, pH and temperature on the yield of the dye
extraction. The highest yields were obtained with potassium phosphate 20% (w/w), at 25 °C
and pH 9.0. The extract was then purified using ATPS composed of potassium phosphate (14%)
pH 9.0 and polyethylene glycol 1500 mol/L (14%) and norbixin salt preferentially partitioned
to the top phase (Kp = 210.21). The acid precipitation demonstrated that, as the pH decreases,
the concentration of norbixin salt in the top phase decreases. The process simulation with 1 t of
annatto seeds showed that the plant has the capacity to produce more than 1,900.00 kg/year of
the main product (88% of norbixin). The selling price ($ 2,400/kg) was the most sensitive
parameter of the sensitivity analysis. Therefore, the project is attractive based on the economic

indexes analyzed.

Keywords: annatto; alkaline extraction; ATPS; SuperPro Designer.
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1-INTRODUCTION

Annatto is a natural reddish-yellow dye obtained from the seeds of Bixa orellana L. The
pigments from this seed are widely used in chemical, food, cosmetic and pharmaceutical
applications (CUNHA et al., 2009; CHISTE et al., 2011; JUNQUEIRA et al., 2018) and as solar
cell sensitizers (GC)MEZ—ORTfZ et al., 2010). Bixin, a fat-soluble carotenoid, is the main
pigment (about 80% of the total pigments) extracted from annatto seeds. Norbixin is the water-
soluble form (at neutral and alkaline pH) of the pigment resultant from the saponified bixin in
sodium or potassium alkali solutions. Norbixin, like other carotenoids, precipitates in acidic
conditions (ZHANG & ZHONG, 2013; MOLLER et al., 2020).

Annatto extract is one of the main natural dyes used worldwide and demand for it has
been increasing. This is due to some characteristics such as its abundance, its varied coloring
properties (ranging from yellow to reddish/orange) and its stability, as well as the possibility of
obtaining hydrosoluble or liposoluble extracts from the same source depending on the
extraction method (CUNHA et al., 2009). Therefore, the development of an efficient,
environmentally-safe and economically-viable extraction method has become essential.

Usually, the pigment is extracted by mechanical methods (BARROZO, 2015; TAHAM
& BARROZO, 2016) or solvent extractions (CHUYEN et al., 2012). However, these processes
do not result in a high-purity extract and a standard final product. Due to recent interest in the
separation of pharmacologically active substances present in annatto seeds, technological
development of processes for this industry has become more important. New extraction
techniques have been studied including extraction assisted by ultrasound or microwave
(SINHA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014; YOLMEH et al., 2014; QUIROZ, et al., 2019),
and extraction with supercritical fluid (SILVA et al., 2008; TAHAM et al., 2015; ZABOT et
al., 2018).

Alkaline extraction has also been used to obtain natural dyes (ALI et al., 2009;
ELKSIBI, 2014; CHENG, et al., 2019, RODIAH et al., 2021). Extraction of bixin from annatto
seeds with alkaline solutions, usually potassium or sodium hydroxide, is typically used in
industrial processes. Bixin, present in the seeds as an ester, is soluble in concentrated alkaline
solutions, where it is transformed into a diacid salt known as “norbixinate” that is soluble in
water. In acid media, the salt norbixinate forms a water insoluble, norbixin (SCOTTER, 2009).
Organic solvents are also effective for extracting bixin from the seeds and concentrating it

(MUTHURAMAN, 2011). However, this technique has the disadvantage of using organic
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solvents, which are not environmentally friendly and may cause health problems due to their
toxicity, flammability, and carcinogenicity.

Bixin extraction techniques generally produce a crude extract, a complex matrix with
low purity. The challenge of these processes is to improve the dye purification, minimize
contamination by sub-products and, consequently, increase the bixin yield (ALCAZAR-ALAY
et al.,, 2017). Extract impurities (such as sugars, organic acids, proteins and other soluble
molecules), due to non-selective extraction methods, can significantly affect the quality and
stability of the dye and active substances. Consequently, further purification is desired to
increase the biological activity and shelf life of the extracted components.

Aqueous Two-Phase Systems (ATPS) have been used for separation and purification of
biological compounds since they are composed mainly of water and small amounts of polymers
and salts, being compliant with environmental requirements. Research has exploited ATPS as
an alternative technique for dye purification (MAGESTE et al, 2009; MAGESTE et al, 2012;
JUNQUEIRA et al, 2018).

Due to the intensification of the search for products with no synthetic additives, caused
by health and environmental concerns and also restrictions on use by European Community
countries, the development of environmentally-friendly processes for the extraction and
purification of natural dyes such as bixin is of industrial interest. Therefore, this study develops
a process model, based on alkaline extraction, partition with ATPS and acid precipitation, using
a SuperPro Designer v. 7.0° (Intelligen, Inc.) simulator. The parameters necessary to
implement the main unit operations of the process (lixiviation, liquid extraction with ATPS and

acid precipitation) were determined experimentally.

2- MATERIALS AND METHODS

2.1 — Raw material and chemicals

Annatto seeds were obtained from Itapetinga (Bahia State, Brazil) and were stored at -
4.0 °C under light-free conditions. Polyethylene glycol (PEG) with molecular mass of 1500
g/mol was obtained from Sigma Aldrich (St. Louis, USA). The salts ammonium sulfate (AS;
98%), sodium sulfate (SS; 98%) and potassium phosphate (PP; 98%), hydrochloric acid (HCI)
and sodium hydroxide (NaOH) were obtained from Vetec Quimica Fina Ltda. (Duque de

Caxias, Brazil) and were of analytical grade. In all experiments, deionized water was used.
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2.2 — Seed characterization
The seeds were characterized for total lipids, moisture, ash, protein, carbohydrates and
bixin content. The official methods published by Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 1997) were used to determine moisture, ash and protein contents. The total lipid
content was quantified by a gravimetric method, using a Soxhlet extractor and petroleum ether.
The method consists in repeated seed extraction with petroleum ether until exhaustion of the
lipid content. The carbohydrate content was determined by difference. The experiments were
carried out in triplicate. The bixin was determined by solvent extraction with chloroform, using
a Soxhlet extractor until a colorless solution was obtained. The concentration was calculated
1% _

according to the Lambert-Beer law (Equation 1), using the extension coefficient of &, =

3090, according to FAO / WHO (2006) methodology.

2.3 — Leaching experiments

Three parallel experiments of leaching process were performed in 50 mL centrifuge
tubes by saline extraction under alkaline conditions. Annatto seeds (1 g) were added to the
Falcon tube containing 19 g of a saline solution (Ammonium sulfate (AS), Sodium sulfate (SS)
or Potassium phosphate (PP)) at a desired concentration and pH according to Table 1. The
mixture was stirred for 15 h at a controlled temperature. Then, the mixture was centrifuged at

10.000 x g for 5 min and the liquid phase (extract) was separated from the seeds.

Table 1. Yield for each experimental run of FCD

Factors Responses
Run Coded Uncoded
Yas Yss Ypp
X1 X2 X3 X1 X2 X3

1 -1 -1 -1 18 9 25 40.30 9.42 49.97
2 1 -1 -1 22 9 25 48.33 37.38 57.85
3 -1 1 -1 18 11 25 17.61 34.26 6.36
4 1 1 -1 22 11 25 23.56 22.88 13.75
5 -1 -1 1 18 9 45 20.63 26.26 29.82
6 1 -1 1 22 9 45 32.52 46.73 13.88
7 -1 1 1 18 11 45 17.61 45.09 9.74
8 1 1 1 22 11 45 6.01 37.66 6.43
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9 0 0 0 20 10 25 47.92 38.53
10 0 0 0 20 10 25 34.52 52.29
11 0 0 0 20 10 25 17.61 50.39
12 0 0 0 20 10 25 24.58 19.83
13 0 1 0 20 11 35 25.93 32.39
14 1 0 0 22 10 35 20.21 45.35
15 0 -1 0 20 9 35 40.14 36.93
16 -1 0 0 18 10 35 24.58 46.60
17 0 1 20 10 45 26.58 34.26
18 0 0 -1 20 10 25 22.95 27.44

4.40
5.30
3.89
2.19
25.74
15.78
36.60
37.21
49.94
13.37

An aliquot of extract was used for absorbance measurements in a Biomate 3
spectrophotometer (Thermo Scientific, Hampton, USA), at 482 nm. The concentration of
norbixinate was calculated according to the Lambert-Beer law (Equation 1), using the extension

coefficient of 8112/;’,1 = 2870, according to FAO / WHO (2006) methodology.

A *
5(%) =1%—f (1)

1cm ¥ Ms

in which S is the percentage of norbixin salt, A is the mean absorbance, f is the dilution factor,

1%

€1 zm 1s the absorptivity coefficient, mg is the sample mass (g). The extraction yield was

determined according to Equation 2:

Cs
Y =——x100 (2)
CS,T

in which Cs and Cgr represent the norbixinate concentration in the extract and the total
concentration in the seeds, respectively.

The extraction yield (Y) was evaluated as a function of salt concentration (x1), pH of
the solution (x2) and temperature (x3), for each salt separately. A FCD was used with 4
repetitions at the central point and with axial points according to Table 3.

A polynomial equation was fitted to the experimental data (Equation 3).

Y = Bo + XBiXi + XPuXi® + NPiiXiX; + e 3)
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where Y is the extraction yield; 8 0’ B i ,ﬁii and ij are the regression coefficients for the
intercept, linear, quadratic and the interaction effects, respectively; X; and X j are the coded

independent variables and € is the error term. The statistical significance of the model was

evaluated by analysis of variance (ANOVA) using Fisher's statistical test (F-test). The
suitability of the model was considered by the determination coefficient (R?) and the
significance of the regression coefficients was evaluated by the Student t-test. Parameters with
less than 95% significance (p > 0.05) were excluded from the model and incorporated into the
error term (MONTGOMERY and RUNGER, 2003).

After statistical analysis of the leaching conditions, the experiments were carried out in

the optimized condition and the extract obtained was used in the partition experiments.

2.4 — Partition experiments

Stock solution of PEG (average molar mass of 1500 g/mol) 60% (w/w) was previously
prepared and the pH was adjusted using NaOH (0.1M) and HCI (0.1 M). Based on the leaching
results, potassium phosphate was chosen and a solution of 20% (w/w) was prepared with pH
adjusted to 9.0 using proper amounts of the monobasic and the dibasic forms of the salt using
a HI 221 pH meter (Hanna Instruments, Smithfield, USA). The next purification stage was acid
precipitation so the lowest pH was chosen in order to decrease expenses with reagents. An
ATPS (40 g) was prepared in 50 mL centrifuge tubes by weighing the proper amounts of PEG,
water and salt using an AUX220 analytical balance (Shimadzu, Kyoto, Japan) to obtain the
desired overall composition (13% w/w, 14% w/w and 15% w/w). The ATPS was shaken in a
vortex for 30 s, then centrifuged at 2000 x g for 20 min in a 5804R centrifuge (Eppendorf,
Hamburg, Germany) and allowed to stand for 24 h until thermodynamic equilibrium was
reached. Subsequently, the two phases were collected separately using syringes.

Partition experiments were performed in 15 mL centrifuge tubes in three different
top/bottom volume ratio (2.5:2.5; 1.5:3.5; 1.0:4.0) maintaining the total volume of 5 mL. 300
pL of extract from the leaching process were added to the ATPS, which were shaken in a vortex
for 30 s and then centrifuged at 2000 x g for 20 min. The tubes were left in a TE-184 incubator
(Tecnal, Piracicaba, Brazil) at constant temperature (25.0 °C) for 24 h to reach equilibrium. The
overall procedure was carried out in triplicate.

Aliquots of the top and the bottom phases were collected and appropriately diluted with

water. For norbixinate concentration determination, absorbance was directly measured at 482
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nm using a Biomate 3 UV-vis spectrophotometer (Thermo Scientific, Hampton, USA). Protein
concentration was determined according to the method described by Bradford (1976) and the
absorbance was measured at 595 nm. Sugar concentration was determined by the DNS (3,5-
dinitrosalicylic acid) method proposed by Miller (1959) and the absorbance was read at 540
nm. To avoid phase component interference, the samples were analyzed against blanks
containing the same composition as the phases but without the extract. The partition coefficient

was calculated using Equation (4) as follows:

AbsT - fT

Kp = 4
P AbsB - fF @

where AbsT and Abs® are the the absorbance values of the top and the bottom phases,

respectively, and fd” and fd® are the dilution factors of each corresponding phase.

2.5 — Precipitation experiments

The polymeric phase containing the dye was acidified for norbixin precipitation. The
experiments were performed in 15 mL centrifuge tubes. The polymeric phase from the ATPS
(7 g) was added to a Falcon tube and the pH of the solution was adjusted with hydrochloric acid
(1 M) to a determined value (pH from 9.0 to 3.0). Then, 1 g of norbixinate extract was added
and the mixture was manually agitated and stored in a temperature-controlled chamber for 15
h. After this time, the mixtures were centrifuged at 10.000 x g for 10 min in a 5804R centrifuge
(Eppendorf, Hamburg, Germany). The supernatant was separated from the precipitate and the
supernatant mass was determined in order to calculate norbixin solubility. Aliquots of the
solution were collected and diluted with deionized water and the absorbance was determined at
482 nm, using a Biomate 3 UV-vis spectrophotometer (Thermo Scientific, Hampton, USA). To
avoid phase component interference, the samples were analyzed against blanks containing the
same composition as the phases but without the extract. The percentage of norbixin was
determined according to Equation 5 (TAHAM et al., 2016). The overall procedure was carried

out in triplicate.

A.
N(%) = gl%—f &)

lcm*"'"s
in which N is the percentage of norbixin, A is the mean absorbance, f is the dilution factor,

e%’m is the absorptivity coefficient, mg is the sample mass (g).
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Norbixin solubility was calculated by Equation 6:

mg, Mys
SNorbixin( g ) - mr (6)

in which myg is the mass of norbixin in the supernatant (mg) and mry is the total mass of

norbixin in the solution (g).

2.6-Modeling

2.6.1 — Process description

SuperPro Designer v. 7.0%° (Intelligen, Inc.) was used to develop the model for bixin
extraction and purification. Using the unit operation models of this software, the experimental
laboratory scale was scaled up to an industrial scale.

The process was divided into three major sections: A-Extraction section (P-1 to P-4), B-
Purification section (P-5 to P-11) and C-Recovery section (P-12 to P-18) as is indicated in
Figure 1. The plant was designed for processing 1 ton of annatto seeds in a 28-hour batch
production with a maximum annual operation of 7920 h (330 days). The unit operations of this
process are described in this section and the information necessary provided in each equipment

of the simulation is shown in Table 2.

A. Extraction section

P-1/SL-101 Seed storage
Annatto seeds are stored in a silo that supply the process with 1 ton of seeds per batch. In

each batch, all the silo content is transferred to the leaching process.

P-2/V-101 Mixing salt phase

In this procedure, a 20% m/m potassium phosphate solution is prepared in a blending tank.
This solution is the solvent for the next step (leaching) and also the saline phase of the ATPS.
After loading the raw materials into the tank, the mixture is stirred and then transferred to the

next step for leaching.

P-3/SMSX-101 Leaching
The extraction of the soluble constituents from the solid phase by means of the alkaline

solvent was accomplished by the leaching unit operation. Bixin, the main pigment present in
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annatto seeds, is soluble in concentrated alkaline solutions, where it undergoes a saponification
reaction, forming a norbixin salt. It is extracted in a mixer-settler extractor using a 20% m/m
potassium phosphate solution (pH 9.0) for 4 h. The recovery yield of norbixin salt was set as

49% according to the data obtained in the experiment.

P-4/NFD-101 Filtration

A Nutsche filter is usually used to remove suspended impurities from liquid solutions. As
the extract from leaching presents impurities from the seed, a subsequent filtration procedure
is required. The filtration time was set to 1 h to a final Loss-On-Drying (LOD) of 30%. The
cake was washed with a 20% m/m potassium phosphate solution in a proportion of 3 vol/vol of
cake. Particulate component removal settings were 99% inert, 5% norbixin salt, 10% potassium

phosphate, 5% protein, 5% sugar.

B. Purification section

In this study, three different top/bottom volume ratio of ATPS phases and three global
compositions were tested to determine the best conditions for purifying the extract. The best

result was used in the simulation.

P-7/V-102 Storage tank (Heavy phase)

In this procedure, the salt phase of the ATPS is prepared. The phase diagram of the best
result of the partition experiments (HAGHTALAB & MOKHTARANI, 2004) was used to
define the composition of each phase (heavy and light). The filtrate from the Nutsche filter is
mixed with water and PEG 1500 in the appropriate proportions to produce the bottom phase,
containing 15.85% of potassium phosphate, 4% of PEG 1500 and 80.15% of water.

P-8/V-101 Mixing PEG phase
In this procedure, the PEG phase (light phase) is prepared. PEG 1500 is mixed with water

and phosphate solution to produce the top phase constituted by 3.75% of potassium phosphate,
30.4% of PEG 1500 and 65.85% of water (HAGHTALAB & MOKHTARANI, 2004).

P-9/DX-101 Extraction in ATPS
Liquid-liquid extraction in ATPS occurs in a differential (column) extractor. The best

TP/BP ratio was determined by experiment and the result (1:4) was used in this step. The
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norbixin salt is partitioned to the top phase of the ATPS in the column. The recovery yield was
set to 95% and the partition coefficients were set to: PEG1500 (7.6), potassium phosphate
(0.24), norbixinate (210), protein (0.45) and sugar (1.01). The PEG and the salt partition
coefficients were calculated based on liquid—liquid equilibria for aqueous two-phase systems
of PEG 1500 and potassium phosphate (HAGHTALAB & MOKHTARANI, 2004). The
norbixinate coefficient was determined by experiment. Protein and sugar concentrations were
calculated using the method described by Bradford (1976) and the DNS (3,5-dinitrosalicylic
acid) method proposed by Miller (1959), respectively. Then, the partition coefficients were

calculated according to Equation 4.

P-10/V-105 Acidification

The light phase is transferred to a stirred reactor where the pH of the solution is adjusted by
adding hydrochloric acid at 37% to achieve a pH of 5.0. At this pH, the norbixin salt solubility
reaches lower values, as determined in the precipitation experiment. The norbixin salt when in
acidic solutions is re-protonated, forming norbixin, which is a water-insoluble dicarboxylic acid
and then the pigment precipitates. The reaction extent was set to 75% based on a reaction-

limiting component (norbixin salt).

P-11/NFD-101 Filtration and drying

The solution containing norbixin is then transferred to a Nutsche filter to isolate the pigment
and obtain the final product. The filtration time is 2 h. Particulate component removal was set
as: 95% norbixin and the LOD was left as default at 30%. The cake is washed with HCI (1 M)
and then dried at a rate of 0.75 kg/m”.h, in an atmosphere of nitrogen flowing at a rate of 5 wt
gas/wt evaporated. The cake was cooled down to 25 °C to obtain the final product with 86.1%

of norbixin.

C. Recovery section

To reduce the cost of the process, a section for recovery the salt, PEG 1500 and water were
added to the model. Raffinate from the differential extractor (P-9/DX-101) and filtrate from the
Nutsche filter (P-11/NFD-101) are transferred to a storage tank P-12/V-103 to feed the
diafiltration procedure P-13/DF-101.
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P-13/DF-101 Diafiltration

Diafiltration is a dilution process based on molecular size in which low molecular weight
solutes are removed from PEG 1500 and protein solutions (in this specific case) through
ultrafiltration membranes. The rejection coefficients of the PEG 1500 and the proteins were set
at 0.95, the concentrate factor at 2 (feed/retentate), filtration time and flux were left as default,

4h and 20 L/m?.h, respectively.

P-14/R0O-101 Reverse osmosis
A batch reverse osmosis is a separation process mainly used for removing impurities or
unwanted components from water. The rejection coefficient of water was set at 0.01. The

filtration time was set as 24 h and the concentration factor as 4.
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Figure 1. Process flow diagrams of extraction and purification of bixin from annatto seeds.

Table 2. Information provided on the equipment necessary for the simulation

Step Equipment | Unit Characteristics
Operation
1.Extraction P-1/SL-101 Seeds storage | -Store annatto seeds to use for

following leaching process

-Inlet of 1.0 t of annatto seeds
P-2/V-101 Blending -Load 1,600 kg of water

-Load 400 kg of potassium
phosphate




-Agitation: 10 min, 0.1 kW/m?

-Final temperature: 25 °C

P-3/SMSX-
101

Leaching

-Mixer residence time: 3h

-Settler residence time: 1h

-Temperature: 20 °C

-Recovery yield: Norbixin salt
(49%)

-5% of inert lost to liquid phase

-2 kg of water lost per 1 kg of
solid phase

P-4/NFD-101

Filtration

-Filtration time: 1h

-99% of inert removed

-LOD: 30%

-Max. cake thickness: 15 cm

-Cake wash with 3 L of
potassium phosphate per 1 L of
cake for 30 min

2.Purification

P-7/V-102

Heavy phase
storage

-Storage of heavy phase
(ATPS)

-Tank volume: 50 m?

P-8/V-101

Blending

-Mixing PEG phase

-Agitation: 10 min, 0.1 kW/m?

P-9/DX-101

Extraction
(ATPS)

-Liquid-liquid extraction

(ATPS)

coefficients:
(210.10),
Potassium
Protein

-Partition
Norbixin salt
PEG1500 (7.60),
phosphate  (0.24),
(0.45), Sugar (1.01).

-Mass transfer coefficient: 0.72
cm/h (default)

-Single-solvent system: Water
(0.65 in light phase)

P-10/V-105

Saponification

-Charge 4kg of hydrochloric
acid 37%

-Stirred reactor: Saponification
reaction, 75% of extent

-Temperature: 25 °C

P-11/NFD-
101

Filtration

-Filtration time: 2 h

-95% of norbixin removed

-LOD: 30%

-Max. Cake thickness: 15 cm

- Cake wash with 7 L of HCI
37% per 1 L of cake for 10 min

3.Recovery

P-12/V-103

Storage

-Volume: 50 m?

45



P-13/DF-101 | Diafiltration

-Rejection coefficient: PEG
1500 0.95, Proteins 0.95

-Filtrate flux: 40 L/m%h

-Max. Solids concentrate in
retentate: 600 g/L

-Concentration factor

(feed/retentate): 2

-Membrane area: 56 m>

P-14/RO-101 | Reverse

0SMOSsis

-Rejection coefficient: Water
0.01

-Filtrate flux: 20 L/m%.h

-Max. Solids concentrate in
retentate: 350 g/L

-Concentration factor: 4

-Filtration time: 12 h

-Membrane area: 28 m>

2.6.2 — Economic analysis
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The cost of raw material prices was estimated as the mean of values from different

suppliers. Utility prices were taken from the literature or from SuperPro Designer default

values and the cost of operational labor was taken from the literature. All these costs are

presented in Table 3. Economic assumptions used to model the total capital cost investment

were based on the study by Yang and Rosentrater (2019).

Table 3. Input economic parameters for SuperPro Designer simulation v.7.0%°

(Intelligen, Inc.)

Cost of raw material

Value Dimension

Annatto seeds?

Water (for direct use in the
process) ®

Potassium phosphate®
Polyethylene glycol 1500°
Hydrochloric acid®

091  US$/kg
2.23 US$Ht

355  US$/kg
2.58  US$/kg
240  USS$/kg

Cost of utilities

Value Dimension

Water (for cooling and cleaning)®

0.05 US$/t
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Steam ¢ 12 US$/t
Electricity © 0.1 US$/MWh
Cost of operational labor Value Dimension
Wagef 5.95 US$. h!

“Based on IBGE data for reference year of 2018.

®Based on Copasa data for reference year of 2019.

“Direct quotation for reference year of 2020.

4SPD database.

“Based on Firjan data for reference year of 2011.

"Bureau of Labor Statistics, http://www.bls.gov/fls/country/brazil.htm, USA, accessed on April

4th, 2020.

The Return on Investment (ROI), Net Present Value (NPV), Internal Rate of Return

(IRR) and Payback Time were the parameters used to evaluate the attractiveness of the project.
A sensitivity analysis was performed in order to understand which parameters significantly

affect the payback of the project.

3 - RESULTS AND DISCUSSION

3.1 — Seeds characterization

The percentage of moisture, ash, total lipids, protein and carbohydrate were 9.41%,
4.61%, 2.78%, 14.68% and 68.52%, respectively. The results are similar to those found in the
literature (TAHAM, 2016; TAHAM, 2015; ALBUQUERQUE & MEIRELES, 2012).

The bixin content obtained in the extraction with chloroform was 1.03% and was used
as a reference to compare with the other treatments. The literature presents a bixin content in
the seeds of between 1 and 6% (TAHAM, 2016; TAHAM, 2015; ALBUQUERQUE &
MEIRELES, 2012). This variation can be justified by different environmental conditions in the
production region (BALASWAMY et al., 2006).

3.2 — Leaching
A FCD design was applied to characterize the effect of salt concentration (X1), pH (X2),

and temperature (X3) on the leaching of annatto seeds. Table 1 shows the coded and uncoded
values of each factor and the experimental yields (Yas for ammonium sulfate, Yss for sodium
sulfate and Ypp for potassium phosphate).

To fit a mathematical model to the experimental data, regression analysis was done. The

relationship between the yield and the independent variables were described by quadratic


http://www.bls.gov/fls/country/brazil.htm,USA
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models and were evaluated by analysis of variance (ANOVA) using Fisher's statistical test (F-
test). Parameters with less than 95% significance (p > 0.05) were excluded from the model and

incorporated into the error term. The models are described by Equations 3.1 to 3.3 below.

Yas = 29,64 — 9,12x2 (3.1)
Y = 39,97 — 8,40x1x2 (3.2)
Ypp = 14,98 - 2,54x; - 12,61x2 — 3,14x3 + 5,14%% + 5,63x3% + 1,51x1x2 — 4,31x1x3 + 7,52X2X3

(3.3)

The R? values for the models are 0.65, 0.65 and 0.50 for AS, SS and PP, respectively.
The highest yields were obtained when using potassium phosphate. High salt concentration,
low pH and low temperature led to a high yield. Salt concentration was limited to 20% (w/w)
due to salt solubilization limitations. Temperature and pH were set to the minimum value of the
experimental design, i. e., 25 °C and 9.0, respectively.

The literature demonstrates that, normally, the extraction yield of natural dyes increases

until the alkali concentration reaches a maximum and then it no longer increases with any

further increase in alkalinity (ALI et al., 2009; ELKSIBI, 2014; CHENG et al., 2019).

3.3 — ATPS extraction of bixin

ATPS is of great importance in several purification strategies, such as for animal or
plant cells, microorganisms, nucleic acids and, mainly, enzymes and proteins. These systems
have been applied for dye purification (MAGESTE et al., 2009; MAGESTE et al., 2012;
JUNQUEIRA et al., 2018). For each particular situation, controlled parameters can be adjusted
to improve the target partition, such as the choice of ATPS polymers or components, pH of the
system, concentration of the components, the use of affinity binders (RITO-PALMARES,
2004; SOARES et al., 2015). The use of ATPS for purification has the inconvenience of
extracting simultaneously sugars and proteins, which are the main contaminants of the pigment.

In this study, partition experiments were performed to capture and pre-purify the bixin
from the extract obtained in the previous leaching operation. Figure 2 presents the values of Kp

obtained at each point of top phase/bottom phase (TP/BP) ratio and the standard deviation.
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Figure 2. Results obtained for the ATPS studied at different concentrations and TP/BP ratios.

An analysis of these data reveals that the ATPS containing 14% of PEG 1500 and 14%
of potassium phosphate with a TP/BP ratio of 1:4 (v/v) achieved a greater Kp (210.21). A quick
analysis of the partition coefficient results revealed that the norbixin salt preferentially
partitioned to the PEG phase since all the Kp values are greater than 1. The results are in
agreement with the study of Mageste et al. (2012) that demonstrated the partition of norbixin
to the top phase is favorable by the enthalpic and entropic contributions. Besides that, this data
demonstrates that ATPS is a good methodology for the partitioning of norbixin salt as the dye
partition coefficient values were high (27 < Kp < 210). Therefore, the high selectivity of the
norbixin salt confirms that this system can separate the dye studied here. On the other hand,
protein and sugar also partitioned to the top phase, though in less magnitude. In Table 4, values

of the partition coefficient of norbixinate, proteins and sugars are shown.

Table 4. Norbixinate, protein and sugar partition coefficients

K Standard

P deviation
Norbixinate 210.21 68.4
Protein 0.45 0.01

Sugar 1.01 0.04
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Table 4 shows that proteins from annatto extract have greater affinity to the bottom
phase as the partition coefficient is lower than 1. A similar partition behavior was demonstrated
in a previous study with whey proteins. The partition study using ATPS showed that main
protein (B-lactoglobulin) had partitioned to the salt-rich phase (ALCANTARA et al., 2011).

Sugars are considered contaminants of natural pigment extracts as they contribute to
pigment degradation. In this study, it was not possible to separate sugar from the pigment as
the partition coefficient obtained was 1, indicating that the sugar concentration is the same in
both phases. A previous study demonstrated that free sugars were successfully separated from
beet extract using ATPS, the betalains partitioned to the top phase and the sugar preferentially
stayed in the bottom phase (CHETHANA et al., 2007). Even if this ATPS couldn’t isolate the
dye from the sugars, control parameters can be adjusted to improve the target partition, as
mentioned before. A recent study demonstrated that different strategies to choose the proper
ATPS can help to achieve the desired partition (GONZALEZ-AMADO et al., 2021).
Summarizing, this ATPS presented desirable characteristics for purifying the seed extract

separating protein but not the sugar from the dye.

3.4 — Acid precipitation

A precipitation study was performed to show the precipitation behavior of norbixin as
a function of pH. The results, shown in Figure 3, revealed that, as the pH decreases to 5.0, the
concentration of norbixin in the top phase of the ATPS decreases, meaning an increase in
precipitate formation. In pH values lower than 5.0, norbixin solubility didn’t change, remaining
constant until pH 3.0.

This is justified by the conversion of the norbixin salt, which is water-soluble, into
norbixin. The norbixin salt, when in acid solutions, is re-protonated, forming norbixin, which

precipitates in acid media.
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Figure 3. Solubility of norbixin in the top phase of ATPS as a function of pH at 25 °C.

After precipitation, the dye can be recovered by decantation or filtration. Acid

precipitation has been used for the purification of annatto extract resulting in a concentrated

extract.

The dye yield for each step of the process was calculated and is presented in Table 5.

Table 5. Dye yields for each step

m dye (g)l

Yield

Initial 1.63E-04
Leaching 7.97E-05
ATPS 7.93E-05
Precipitation  7.92E-05

100.00%
49.00%
99.53%
99.91%

(1) Dye mass in grams

The initial mass represents the bixin content of the seeds. The leaching yield was

calculated using the equation 3.3 and demonstrate that 49% of the bixin of the seeds was extract
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in this step. The following steps obtained high yields, reaching more than 99%, showing that

all the bixin mass that was extracted in the first stage was recovered in the following steps.

3.5 — Modeling

The techno-economic aspects of upscaling the lab-based extraction and purification of

bixin to industrial scale were analyzed.

3.5.1 — Economic results

By starting the extraction with 1 ton of annatto seeds, process simulation showed that
this plant has the capacity to produce 1,916.22 kg of main product per year. The unit production
cost was $ 2,832.52/kg. A total of 649 batches per year was considered and an annual
operational time of 7,918.56 h (330 days/year). In each batch, about 2.95 kg of final product
are produced. The month that the plant is down could be used for annual maintenance and

projects that require a shutdown to be done (Table 6).

Table 6. Economic results

Parameter Value
Annual operating time (h) 7,918.56
Recipe batch time (h) 34.56
Number of batches per year 649.00
Production Rate (kg MP!/ year)  1,916.22
Unit production cost ($/ kg MP)  2,832.52
Total Capital Investment ($) 9,295,000
Operating Cost ($/ year) 5,428,000
Total Revenues ($/ year) 5,932,000
Gross Margin (%) 8.50
Return On Investment (ROI) (%) 20.85
Intern Rate of Return (IRR) (%) 11.33
Payback time (year) 4.80
Net Profit Value (NPV) ($) 1,344,000

'MP = Main Product

Table 6 was extracted from the Economic Evaluation Report of Super Pro Designer

software. The capital investment for this plant is $ 9,295,000 including direct fixed capital cost
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($ 8,608,000), working capital ($ 256,000) and startup cost ($ 430,000). The annual operating
cost is $ 5,428,000 and that translates to a unit production cost of around $ 2,832.52/kg of the
main product. Figure 4 (a) shows the percentage contribution of each cost to the annual
operating cost. The facility-dependent is the major contribution and represents 44.43% of the
cost ($ 2,411,000). The raw material cost is the second highest percentage, representing 41.83%
of the annual cost ($ 2,270,000).

Consumables
2,28%

Utilities
Laboratory/QC/QA 0.51%

1,43%

Raw material
41,83%
Facility-Dependent
44,43%
Labor-Dependent
9,53%
(a)
HCI (37%)
0,28%
PEG 1500 Annzagt&s;eds
22,31% ,01%

Dy, Water
1,87%

Potassium

phosphate

49,53%

(b)

Figure 4. (a) Annual operating cost and (b) Raw material contribution.

Figure 4 (b) shows the percentage contribution of each raw material. As can be seen,

potassium phosphate contributes with almost 50% of the raw material cost ($ 1,124,530) and it
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is followed by annato seeds with 26,01% ($ 590,590). The sum of them represents more than
75% of the raw material cost. Therefore, the cost of these two items was considered in the
sensitivity analysis.

In economic analysis, some cash flow measures - such as Return on Investment (ROI),
Net Present Value (NPV), Internal Rate of Return (IRR) and Payback Time - are key parameters
widely used to evaluate the attractiveness of a project (BAJIC et al., 2017; ZABOT et al., 2018;
CHALERMTHALI et al., 2020). ROI evaluates the probability of gaining a return from an
investment, that means, the percentage of money recovered from the project profit. Then, the
higher ROl is, the better the investment is. ROI for this project is 20.85% and according to the
literature, values of ROI higher than 15% indicates that the project is feasible (FERNANDEZ-
RONCO et al, 2013; ZABOT; MORAES; MEIRELES, 2018).

The NPV can be calculated by the difference between the present value of cash inflows
and outflows that occur during the lifetime of a project, discounted at the market discount rate.
Generally, an investment with a positive NPV indicates that it will be profitable (DHESKALI
et al, 2020), which is the case of this project ($ 1,344,000). The IRR is the discount rate that
makes the NPV of an investment opportunity equal to zero. The IRR calculated was 11.33%
and the higher it is, the more desirable the investment is.

The total revenue is $ 5,932,000 per year and is based on a dye selling price of $
2,400/kg and the recovery of the PEG 1500, salt and water. Part them were recovered in the
recovery section and they can be reused in the process. Therefore, they were considered as
revenue and the PEG 1500 and salt selling prices were calculated through a linear relationship
between concentration and the market price. The main product selling price was determined to
achieve a payback time lower than 5 years (4.80). The initial investment can be quickly
recovered with lower payback times, therefore, projects that have payback times larger than 5
years are not considered as attractive to investors (PARJIKOLAEI et al, 2017). Despite this,
the selling price of the product could be considered high if compared to other dyes found in the
Brazilian market. Based on national supplier quotations, dyes with norbixin concentration from
0.3 to 2.5% were found, a lower concentration compared to the product obtained in the
simulation (88% of norbixin), but the price ranged between $0,13/kg and $2,40/kg. However,
norbixin standard (70% of purity) from laboratory suppliers is sold for $ 3.08/mg or $
3,080,000/kg. This price is higher than the simulation one, demonstrating that the final product
obtained is attractive as its selling price is lower and its purity is higher than the norbixin
standard. In order to study the influence of the selling price, a sensitivity analysis was

undertaken.
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3.5.2 — Sensitivity analysis

A sensitivity analysis was performed in order to understand which parameters
significantly affect the payback of the project. Since some raw material and equipments costs
have a huge variation and were obtained from different sources, this analysis was carried out to
cover those variations. The parameter value (base case) in the analysis was increased or
decreased by 25%, all the others were kept constant and the variation of the payback is

presented in Figure 5.

Production capacity (1,000 kg/batch) 3,67 -_

Annatto seeds purchase price ($ 0.91/kg) 48 — 4,8

PrOdUCt Se”ing price (s 2,400/kg) -_
Potassium phosphate price ($ 3.55/kg) 4,4 II— 5,27

3 4 5 6 7 8 9 10
Payback time (year)

B Minus 25% B Plus 25%

Figure 5. Tornado chart of dependent price and cost variations.

Figure 5 shows that the most sensitive parameter is the product selling price. Reducing
this price by 25%, in other words, to $ 1,800.00, the payback increased to 9.39 years, an 95%
increase in the base time. Increasing the base selling price by 25% ($ 3,000.00), the payback
decreased to 3.54 years. Moreover, the production capacity had significant impact on the
payback of the project. Meanwhile, other parameters that were analyzed did not significantly
affect the payback. Therefore, for further sensitivity analysis, only the product selling price was

considered.
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3.5.2.1 — Main product selling price
The base case assumed a dye selling price of $ 2,400/kg to achieve a payback time lower
than 5 years (4.80). A sensitivity analysis considered a price ranging from $ 1,200,00 (half the

baseline price) to $ 4,800 (double of the baseline case). The results are shown in Figure 6.
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Figure 6. Effects of the main product price on (a) Payback time (year) and ROI (%), and (b)
Annual operating cost, total capital investment and annual revenues (10, $).

Decreasing the main product selling price by 50% ($ 1,200.00), the payback of the
project reached an infinite value, making the project unfeasible and, consequently, this wasn’t
shown on the first graph (Figure 6a). The payback time decreased as the sale price increased
and it reached 1.98 years when the price was double ($ 4,800) the base case. ROI increased
linearly with the price and reached a value of 48.46% when the price doubled. The price didn’t
affect the annual operating cost and the total capital investment both remaining constant with
the parameter changes (Figure 6b). The revenues increased 77% compared to the base case.

Therefore, this analysis confirms that the main product selling price is a very sensitive
parameter and cannot be less than $ 2,400 in order to keep the payback time less than 5 years

and keep the project profitable.

4 — CONCLUSION

A new process was developed in order to extract bixin from annatto seeds and purify
it. The present study revealed that a leaching process with potassium phosphate obtained the
highest yields. The ATPS containing 14% of PEG 1500 and 14% of potassium phosphate with
a TP/BP ratio of 1:4 (v/v) achieved the highest Kp (210.21). Therefore, norbixinate had
preferentially partitioned to the top phase. The precipitation study showed that as the pH
decreased, the precipitate formation increased due to a saponification reaction. The process
simulation showed good economic parameters demonstrating that the project is profitable. The
selling price of the product proved to be attractive when compared to the current prices of
norbixin standards. A sensitivity analysis was carried out and demonstrated that the most
sensitive parameter is the main product selling price. Therefore, the project is attractive based

on the economic indexes analyzed.
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CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho um novo processo foi desenvolvido com o objetivo extrair e a purificar
a bixina das sementes de urucum. O presente estudo revelou que a lixiviacdo com fosfato de
potdssio obteve os maiores rendimentos dentre as diferentes solugdes estudadas. Na
purificagdo, o ATPS contendo 14% (m/m)de PEG 1500 e 14% (m/m) de fosfato de potédssio
com uma razdo TP/BP de 1: 4 (v / v) atingiu o maior Kp (210,21). Portanto, o norbixinato foi
preferencialmente particionado na fase superior. Por fim, o estudo de precipitagdo mostrou que
conforme o pH diminuia, a formacdo de precipitado aumentava devido a uma reacdo de
saponificacgao.

Neste estudo foi desenvolvido um modelo matemético do processo utilizando o
software SuperPro Designer® (INTELLIGEN INC, USA). A simulacdo apresentou bons
parametros econdmicos demonstrando que o projeto € lucrativo. Além disso, o preco de venda
do produto final se mostrou atrativo quando comparado com os pre¢os atuais dos padrdes de
norbixina. Sendo assim, uma andlise de sensibilidade foi realizada e demonstrou que o
parametro mais sensivel € o preco de venda do produto principal. Logo, pode-se concluir que

projeto ¢ atrativo baseado nos indices econdmicos analisados.
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