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RESUMO

LEITE, Luciana de Oliveira Reis, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2015. Termodinamica de particdo de clorofilina cuprica de s6dio em sistemas
aquosos bifasicosOrientador: Luis Henrique Mendes da Silva. Coorientadoras: Maria
do Carmo Hespanhol da Silva e Ana Clarissa dos Santos Pires.

Atualmente, devido a uma crescente conscientizacdo da sociedade com questbes de
sustentabilidade, os produtos naturais e nao toxicos tém recebido um maior destaque na
pesquisa. Nesse contexto, 0s corantes naturais reemergiram como uma alternativa viavel
em detrimento do uso de corantes sintéticos. Aliado a isso, faz-se necessario implantar
novos meétodos de extracdo que ndo utilizem solventes organicos, que nao sejam
dispendiosos ou caros e que estejam dentro dos principios da quimica verde. Os
sistemas aquosos bifasicos (SABs) tém se mostrado uma excelente alternativa para
extracao/purificacdo desses corantes. Embora as particdes de corantes em SABs sejam
conhecidas ha muitos anos, surpreendentemente estas ndo foram extensivamente
exploradas. Portanto, este trabalho teve como propostas particionar o corante natural
clorofilina cuprica de so6dio em diferentes SABs e avaliar os parametros que afetam essa
particdo, como: efeito do eletrdlito formador do SAB, efeito da massa molar do
polimero e efeito da hidrofobicidade do polimero. Além disso, busedeterminar
parametros termodindmico\yG®, AyH°, AyS9 e avaliar a natureza das forcas
(entrépica ou entélpica) que atuam sobre esse fendbmeno. Caampaeaainda valores

de variacdo de entalpia obtidos de duas formar diferentes: uma pela utilizagdo da
equagao de van’t hoff (AyH%n) e outra pela utilizacdo da calorimetria de titulacao
isotérmica AyH%rc). Os valores de coeficiente de particdo (K) foram dependentes dos
parametros avaliados e variaram entre 0,36 e 347. Para a maioria dos sistemas, a
transferéncia da clorofilina cuprica de sodio da fase inferior para a fase superior foi
exotérmica, comHrc atingindo valores de -77.57 kJ rifoDs valores de variagéo de
entropia sugerem que os componentes do SAB (agua e ions) sao transferidos para a fase
inferior, simultaneamente, a clorofilina cuprica de soédio se transfere para a fase

superior.
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ABSTRACT

LEITE, Luciana de Oliveira Reis, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2015.
Partitioning thermodynamic of sodium copper chlorophyllin in aqueous two-phase
systems. Adviser: Luis Henrique Mendes da Silva. Co-advisers: Maria do Carmo
Hespanhol da Silva and Ana Clarissa dos Santos Pires.

Currently, due to a growing awareness of society with sustaintability issues, natural and
non-toxic products have attracted great attention in research. In this context, natural
dyes re-emerged as a viable alternative over the use of synthetic dyes. Allied to this, it is
necessary to implement new extraction methods that do not employ organic solvents
that are inexpensive and comply with the principles of green chemistry. Aqueous two-
phase systems (ATPSs) have proven to be an excellent alternative to
extraction/purification of different dyes. Although dyes partition in SABs have been
known for many years, surprisingly they have not been extensively exploited.
Therefore, this work aimed to partition the natural dye sodium copper chlorophyllin in
different ATPSs and to evaluate the effect of the tie-line length (TLL), ATPS-forming
components nature and temperature on the SCC partition coeffik)erand transfer
thermodynamic parametera G° AyH® AyS9 were obtained. Tha,H° values were
obtained by isothermal titration calorimetr)\¢H%rc) and van’t Hoff approach
(A¢H%n). TheK values depended on the evaluated parameters and ranged between 0.36
and 347. For most systems, SCC transfer to the ATPS top phase was exothermic, with
AyHO1c attaining values up to
-77.57 kJ mot. The transfer entropy change values suggested that ATPSs components
are transferred to the bottom phase whilst SCC is simultaneously transferred to the top

phase.
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CAPITULO | —-INTRODUCAO

1. Fisico-quimica dos corantes

O estudo da interacdo da luz com a matéria sempre fascinou o ser humano,
fenbmenos como a cor surpreenderam as civiliza¢des desde os primérdios. O fenébmeno
da cor é resultante da interacdo da luz com a matéria, a cor que uma substancia
apresenta tem como origem os de processos de absorcéo e reflexdo da luz por parte
desta. Na quimica, a parte da molécula que é responséavel pela sua cor caraéteristica
chamada de grupo cromoforo. Atualmente nossa sociedade utiliza substancias que
possuem cores caracteristicas em diversos processos, como: tingimento de tecidos e
coloracdo de alimentos. Essas substancias que déao cor sdao chamadas de corantes ou
pigmentos|1, 2].

Para entender o fenbmeno da cor é necessario entender o que é a luz e como esta
interage com as substancias. A luz é uma onda eletromagnética, sendo que a luz visivel

corresponde a uma faixa do espectro eletromagnético (Figura 1) que apresenta

comprimento de onda em um intervalo dentro do qual o olho humano é a ela

sensivel[2].
; ! Ultra- Ondas de Radio
Raios gama Raios-X  |icleta Infravermelho ‘ Radar TV FM AM
| | I | | I
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Figura 1. Espectro eletromagnético.



Como podemos observar na Figura 1 o espectro visivel inicia em comprimento
de onda em torno de 740 nm (vermelho), e termina em comprimento de onda em torno
de 380nm (violeta), sendo estas as faixas de menor e maior energia respectivamente[1-
3].

A frequéncia e o comprimento de onda sdo caracteristicas fundamentais que
descrevem as ondas eletromagnéticas. A energia de uma determinada onda
eletromagnéticaK) é dada pelo produto da sua frequénfjapela constante de Planck
(h) (Equacéao 1).

E =hf (Eg. 1)

Assim, vemos que a energia de uma ondadepende de sua freqiéncia, sendo
energia e frequéncia grandezas diretamente proporcionais, de modo que, quanto maior
sua frequéncia maior sera a energia contida na onda.

Como citado anteriormente o comprimento de ondp também € uma
caracteristica fundamental de uma onda eletromagnética, sendo que seu valor € dado
pela divisédo da velocidade da onda eletromagnéticpdr sua frequéncig) (Equacao
2):

1= (Eq. 2)

v
f
A partir daequacdo 2 vemos que a frequéncia de uma onda € inversamente
proporcional ao seucomprimento de onda, quanto maior o comprimento de onda de uma
onda eletromagnética menor sera a sua freqtiéncia [1-4].
Quando a radiacdo eletromagnética incide em uma molécula, pode ocorrer
excitacao de elétrons de um orbital de menor energia para um orbital de maior energia.

A radiacgéao incidente de frequéncfg pode aumentar a energia da molécula em AE, em

que (Equacéo 3):



AE = hf (Eq. 3)

Um foton pode possuir energia suficiente para excitar os elétrons de uma
molécula, alterando sua configuracdo eletrbnica. Se existir um orbital vazio na com
energia apropriada, a radiacdo incidente pode excitar o elétronsendo, entdo, absorvida.
O estudo da absorcéo da luz, portanto, d4 informacdes sobre a estrutura eletronica(e
também vibracional) das moléculas. [2, 4].

Em moléculas orgéanicas, os orbitais envolvidos nas transi¢cdes eletrdnicas, em
geral, sdo os orbitais do tipo (ligantes e antiligantes) e os orbitais do tipo n (n&o
ligantes) enquanto que em moléculas inorganicas além dos orbitais citados
anteriormente estdo também envolvidos nas transicdes eletrdnicas os orbitais do tipo d
Para que uma molécula orgéanica absorva energia na regido do visivel e apresente cor
necessario que esta apresente ligacdes duplas conjugadas em sua estrutura, na quimica
diz que ligagbes duplas sdo conjugadas quando estas encontram-se separadas por uma
Unica ligacdo simples. Sabe-se que a presenca de ligacdes duplas conjugadas permite a
ocorréncia de deslocalizacdo eletrbnica, que ocorre quando os elétrons podem

movimentar-se pelo sistema de ligacdes duplas conjugadas.

Segundo a teoria dos orbitais moleculares (TOM) uma ligacdo dupla ou tripla é
formada a partir da sobreposicdo em paralelo de dois orbitais atbmicos p, essa
sobreposi¢do da origem a dois orbitais moleculares (orbitais m), sendo um ligante
(denominado 7) e outro antiligante(denominado 7*)[2, 3]. Quando ocorre a transi¢céo de
um elétron de um orbital « ligante para um orbital & antiligante, temos uma transi¢ao
que ¢ conhecida como m-m*. Como exemplo de transicdo do tipo m- ©* temos as
transicdes que ocorrem em moléculas que apresentam como grupo cromoforo uma
ligacdo dupla carbono-carbono (C=C). Essa transi¢cdo eletrbnica ocorre, em geral, na

regido do UV, quando a diferenca de energia entre os orbitais ligantes e antigantes

3



menor, essa transicdo pode ocorrer também no visivel e esse comportamento costuma
ocorrer quando a molécula possui cadeias com ligacdes simples e duplas conjugadas.
Estas ligacOes duplas conjugadas ocorrem em corantes naturais como o caroteno (Figura
2), que € responsavel pela cor de vegetais e frutas amareladas (cenouras, mangas e

caquis)[4].

Figura 2. Estrutura quimica do Caroteno.

Para moléculas organicas podem ocorrer duas transi¢des eletrdbnicas no momento
em gue a luz incide na molécula: a promoc¢édo de elétrons dos orbitais ligantes para
orbitais antiligantes, as transi¢des n- n* (transigoes HOMO-LUMO, em que HOMO é o
orbital molecular ocupado de maior energia e LUMO o orbital molecular vazio de
menor energia), e a dos elétrons néo ligantes para os orbitais antiligant¢gt(n-

Além disso, pode-se afirmar que a medida que se aumenta o nimero de ligacdes duplas
conjugadas, diminuie a diferenga de energia (AE) entre orbitais ligantes e antiligantes,
ou seja, quanto mais duplas conjugadas existirem na molécula, menor sera a energia

necessaria para excita-la, este efeito pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Influéncia da adicao de ligacdes duplas conjugadas nos valores de energia
necessarios para que a transicdo m-m* ocorra. HOMO: orbital ocupado de maior

energia. LUMO: orbital molecular vazio de energia mais baixa.Adaptado|[3].

Uma grande variedade de cores pode ser observada também para moléculas
inorganicas, em geral as transicfes eletrébnicas que ocorrem em moléculas inorganicas
envolvem orbitais do tipo d, o que as diferencia das transicdes que ocorrem em

moléculas organicasl3].

S&o conhecidos dois tipos de transi¢cdes que envolvem os orbitais molecularesd:
a transicdo d-d e a transicdo de transferéncia de carga. Na primeira, um elétron é
excitado de um orbital d com uma energia determinada, para um orbital d, com energia
mais elevada. Como as diferencas de energia entre os orbitais d sdo pequenas, a luz
visivel tem energia suficiente para que essa transicdo ocorra. Na segunda, ocorre a
migracao de elétrons dos atomos ligados ao atomo central para o orbital d do metal ou

vice-versa. Para que essa transferéncia ocorra é necessaria uma absorcdo muito intensa



de energia, essa transi¢ao é responséavel, por exemplo, pela forte coloragdo roxa dos ions

permanganato, Mng{4].

A cor de uma substancia resulta da soma das componentes da luz que a mesma
ndo absorveu. Considerando que a substancia absorva toda a radiag&o incidente, ou
seja, absorva todos os comprimentos de onda, gera-se uma auséncia de luz e a cor da
substancia sera preta; caso a substancia ndo absorva nenhuma radiagdo a cor da
substancia sera branca. Uma substancia apresenta cor verde se absorver todas as cores,
exceto o verde. Levando em consideracdo as cores complementares, uma substancia
apresentara também apresentara cor verde se apenas a cor vermelha for absorvida.
Pode-se dizer entdo que verde e vermelho sdo cores complementares. Quando uma
substancia absorve apenas o verde, a mesma apresenta a cor vermelha. Na Figura 4, é
apresentada a roda das cores, 0 que possibilita a viséaldas; cores complementares
que estdo diametralmente opostas. O vermelho, o0 amarelo e 0 azul sdo cores primarias e

a mistura delas produz a cor que na roda esté entre elas[5].

650nm 580nm

750nm | vermelho Amarelo 560nm
400nm

Violeta Verde

490nm
430nm

Figura 4. Desenho esquematico da roda das cores

Atualmente o uso de substancias que apresentam coloracdes caracteristicas é

indispensavel em nossa sociedade. Nesse capitulo, abordaremos ainda as diferentes



definicbes para os corantes, a evolugéo histdrica do uso destes compostos, as fontes de

obtencéo destas substancias, bem como suas classificacdes.

2. Corantes: Conceitos e Classificacbes

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), corante € a
substancia ou a mistura de substancias que possui a propriedade de conferir ou

intensificar a coloracdo de alimentos e bebidas[6].

De acordo comSolymosi e colaboradores, corantes possuem a propriedade de
absorver a luz devido a presenca de ligacbes duplas conjugadas em suas estruturas, e

essa conjugacao permite uma deslocalizacao de elétrons[7].

Ja conforme a IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada), um
cromoéforo € a parte (atomo ou grupo de atomos) de uma molécula em que a transicdo
eletrdnica responsavel por uma dada banda espectral estd aproximadamente localizada.
Este termo surgiu na industria de tintas, referindo-se originalmente aos grupos presentes

nas moléculas que sdo responsaveis pela cor do corante[8].

Existem milhares de corantes que sao comercializados sob diferentes nomes,
chegando a existir mais de 100 nomes para alguns. Dessa forma, se torna dificil
reconhecer um corante especifico de forma réapida e precisa. Varios sistemas de
classificagdo para corantes séo utilizados, entretanto os mais populares sdao aqueles
baseados na estrutura quimica e na fonte de obtenc¢&o[9,10].Além destas classificacdes,
existe ainda a classificagdo dos corantes segundo a ANVISA que € a agéncialgue reg

0 uso de corantes em alimentos no Brasil [6].



2.1. Classificacdo baseada na estrutura quimica

Dependendo da estrutura quimica dos corantes e da natureza dos cromoforos, 0s
corantes podem ser classificados em 22 grupos. Sao eles: nitroso, nitro, monoazo, diazo
estilbeno, diarilmetano, triariimetano, xanteno, acridina, quinolina, metina, tiazol,
indamina, indofenol, azina, oxazina, tiazina, aminocetona, antraquinongoidedi
fitalocianina e pigmentos inorganicos[9].

Corantes naturais organicos pertencem a uma enorme variedade de classes
quimicas. S&o elas: indigoides, antraquinonas, naftoquinonas, flavamas,
carotenoides.Estas podem ser vistas na Tabela 1, com a respectiva fonte de obtencéao do

corante natural e a cor produzida.

Tabela 1 Classes quimicas importantes dos corantes naturais.Adaptado [7].

Classes quimicag Fonte dos corantes naturais Cor

indigo (Indigoferatinctoria) Azul

Indigoides Pdrpura de Tiro
(Purplehoemastroma/
Murexbrandaris)

Roxo azulado e roxo
avermelhado

Rosa, laranja, vermelho
carmesim e marrom*
Vermelho, escarlate, carmes

Garanca (Rubia tinctorium)

Antraguinonas Laca (Luccifer laca)

e marrom*
Kermes (Kermesvermilio) Vermelho e roxo*
Carmim de cochonilha (Coccuscagq Carmesim, escarlate e rosa
Naftoquinonas Hena (Lawsoniainermis) Amarelo ao marrom
Flavonas Reseda(Resedaluteola) Amarelo, laranja e verde oliv
, Annato (Bixaorellana) Amarelo e laranja
Carotenoides .
Saffron (Crocussativus) Amarelo

*Indica cores diferentes com uso de diferentes mordentes.



2.2. Classificagédo baseada na fonte de obtencéo

Existem duas fontes de corantes: uma natural e outra sintética. Corantes naturais
sdo obtidos a partir de animais ou de qualquer parte de plantas como: raizes, cascas,
frutos, folhas, madeira, fungos ou liquens. J& os corantes sintéticos sdo produzidos a

partir de uma rota sintética[9].

Os corantes naturais podem ser divididos em duas classes diferentes dependendo
da sua fonte de obtencado: aqueles que sdo obtidos a partir de fontes vegetais e 0s que

sao obtidos a partir de animais [11].

Corantes naturais obtidos a partir de fontes vegetais sdo oriundos de varias
partes de plantas e ervas, os quais produzem diferentes tonalidades tanto no tingimento

de fibras naturais quanto em fibras sintéticas. Ex: Acafréo e clorofila [11].

Corantes naturais obtidos a partir de animais sao caracterizados pela formacao
de complexos metalicos. Constituem a classe dos corantes vermelhos mais importantes.

Ex: Carmim de cochonilha e goma laca [11].
2.3. Classificacdo segundo a ANVISA

No Brasil, a Comisséo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos - CNNPA,
do Ministério da Saude, com a RESOLUCAO CNNPA N° 44, DE 1977, estabeleceu as
condi¢cOes gerais de elaboracéo, classificacdo, apresentagéo, designagéo, composicao e
fatores essenciais de qualidade dos corantes utilizados na producéo de alementos
bebidas. Segundo essa resolugéo, os corantes sdo classificados como: corante orgéanico
natural, corante organico sintético (corante artificial e corante orgénico sintético

idéntico ao natural) e corante inorganico[6].



Corante organico natural € aquele obtido a partir de vegetal, ou eventualmente,
de animal, cujo principio corante tenha sido isolado com o emprego de processo

tecnoldégico adequado. Ex:Curcumina, riboflavina e clorofila[6].

Corante organico sintético é aquele obtido por sintese organica mediante o
emprego de processo tecnoldgico adequado. Essa classe pode ser subdividida em

corante artificial e corante organico sintético idéntico ao natural[6].

Corante artificial € o corante organico sintético ndo encontrado em produtos

naturais. Ex:tartrazina, vermelho 40 e eritrosina[6].

Corante orgéanico sintético idéntico ao natural é o corante organico sintético cuja
estrutura quimica é semelhante a do principio ativo isolado de corante organico natural.

Ex: Betacaroteno, complexo cuprico de clorofilina e cataxantenol6].

s

J& o corante inorganico é aquele obtido a partir de substancias minerais e
submetido a processos de elaboracdo e purificagcdo adequados a seu emprego em

alimento.Ex: carbonato de célcio e dioxido de titanio[6].

3. Breve histérico da utilizacdo de corantes: da antiguidade aos dias atuais

7

A utilizacdo dos corantes naturais é conhecida desde a antiguidade e eles
desempenhavam um papel significativo em todas as civiliza¢des. Eles eram usados para
adorno pessoal, decoracdo de objetos, utensilios, pinturas e tingimento de téxteis[11-

13].

Estima-se que o anil ou indigo (do lat. indicum), extraido da anileira, seja usado
como corante ha mais de 4000 anos, e alguns historiadores o consideram como 0

corante mais antigo [14]. Este possui cor azul e a sua molécula é formada por quatro
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anéis encadeados que contém, além de &tomos de carbono, hidrogénio e oxigénio, doi

atomos de nitrogénio (Figura 5).

Figura 5.Estrutura quimica do indigo.

Durante muitos séculos empregaram-se exclusivamente corantes de origens
naturais, até que um corante foi sintetizado pela primeira vez. Isso ocorreu em 1856,
acidentalmente, quando William Henry Perkin obteve a mauveina (Figura 6), o primeiro
corante sintético, quando fazia experimentos sobre a sintese daquinina, que € uma droga
utilizada para combater a malaria. Embora a mauveina tenha permanecido como um
produto comercial por apenas alguns anos, iniciou-se entdo o desenvolvimento de uma
nova e grande industria, a industria dos corantes sintéticos, em especial na Baropa, u
dominio que durou quase até o final do século XX. Desde essa descoberta, houve uma
gueda acentuada no uso de corantes naturais, porque aqueles que ja estavam disponiveis

no mercado ndo cumpriam as exigéncias advindas do mercado consumidor[11-13, 15].

Figura 6. Estrutura quimica da mauveina.

Os corantes sintéticos séo obtidos por sintese quimica em instalacdes industriais
e tém a sua principal aplicacao na industria téxtil. Certas substancias quimicas utilizadas

na sintese dos corantes sintéticos estdo associadas a efeitos prejudiciais ao ambiente e a
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repostas alérgicas, toxicas, carcinogénicas e nocivas. Entdo, baseddeC no
ControlofSubstancesHazardoursto Health ”Acem 1989, foram banidos alguns
compostos quimicos nos Estados Unidos e Europa, e, como resultado disso, tem

ocorrido um renascimento do uso de corantes naturais[11].

Atualmente, devido a maior conscientizacdo e preocupacdo da sociedade com
questBes relacionadas ao meio-ambiente e a saude, os produtos ambientalmente
benignos e ndo toéxicos tém recebido um maior destaque na pesquisa, producdo e
aplicagdo. Neste contexto, 0s corantes naturais ambientalmente seguros e ndo toxicos
reemergiram como uma alternativa viavel da quimica verde em detrimento ao uso dos
corantes sintéticos.Corantes naturais sdo obtidos a partir de fontes naturais como:
plantas, insetos e animais gerando um pequeno impacto ambiental e sdo amplamente

utilizados desde a antiguidade[11, 16].

Mesmo com esse ressurgimento do uso dos corantes naturais, estima-se que seu
consumo mundial seja de 10 toneladas [17].Em relacdo a tendéncia de mercado de
corantes existe uma estimativa de uma escala global que movimenta $ 940 milhdes.
Essa quantia total pode ser dividida entre: corantes sintéticos ($400 milhdes), corantes
naturais ($250 milhdes), corantes idénticos aos naturais ($189 milhdes) e corantes

caramelo ($100 milhdes)[18].

4. Corantes naturais verdes: clorofila e clorofilina cuprica de sédio

Corantes naturais podem ser definidos como corantes obtidos a partir de matéria

vegetal ou animal que ndo tenha processamento quimico envolvido.

Geralmente os corantes naturais sdo produzidos por extracdo por solvente e
subsequente purificacdo a partir de fontes naturais. Existem trés condi¢cdes para um

corante ser considerado natural: existir na natureza, a matéria-prima ser natural, e o
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processo de extracdo ndoser quimis plantas, os insetos, as algas, os fungos e as
bactérias sdoas principais fontes de obtencdo de corantes naturais[7].Além disso, os
corantes naturais sdo produtos renovaveis, sustentaveis, com o minimo de impacto

ambiental[16].

A utilizagcdo dos corantes naturais é feita desde a antiguidade, porém o
desenvolvimento tecnolégico tem possibilitado novos usos principalmente na inddstria
téxtil. Eles tém sido utilizados de forma bastante diversificada em acabamento
funcionaldos tecidos como: protecdo antimicrobiana, protecdo UV e acéo repelente.
Ademais, sdo amplamente empregados em alimentos, farmacos e cosméticos, como

indicador de pH, em células solares e coloragéo histolégica[16].

Corantes naturais verdes se resumem a clorofila e seus derivados. A clorofilaé o
principal pigmento vegetalresponsavel pela captura de luz solar, producéo de oxigénio e
acucares através da fotossintese. Essas propriedades a tornam de grande importancia em
meio aos pigmentos vegetais. Encontra-se clorofilanos tecidos vegetais vivos,
especificamente nos cloroplastos em suspenséo coloidal, estando a clorofila em sua
maioria associada a proteinas e/ou carboidratos. Em geral, as clorofilas sé&o
relativamente instaveis e sensiveis a luz, aquecimento, oxigénio e a degradacdo
quimica[19-21].A producgdo natural total de clorofilas na biosfera € estimada2em 1,

x10° toneladas por ano (ton/a)[7, 11].

A clorofila tem atraido a atencéo de muitos cientistas desde o passado. Em 1818,
Pelletier e Caventou deram o nome a molécula. Em 1839, foi feita a primeira
investigacdo quimica sistematica por Berzelius. Em 1859 foi postulada a relac&@o entre
molécula da clorofilina e do pigmento do sangue (hemoglobina), e até 1891 acreditava-

se que existia ferro na molécula da clorofila. A clorofila foi estudada
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espectrofotometricamente por Stokes em 1864, que concluiu que existia a mistura de
dois diferentes pigmentos. Estes pigmentos foram isolados por Sorby em 1873, através
da particho em solventes (metanol e dissulfeto de carbono). Em 1906, Willstatter

publicou vérios trabalhos com métodos detalhados que poderiam isolar e particionar
clorofilaaeb. A estrutura da clorofila s6 foi completamente elucidada em 1960, sendo

a sintese total realizada por Woodwael a determinacdo da configuracéo

estereoquimica absoluta realizada por Flemingi@f

As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados da porfirina,
tendo como atomo central o Mg (magnésio). Este composto € uma estrutura
macrociclica assimétrica muito insaturada constituida por quatro anéis de pirrol. Esses
anéis numerarge de 1 a 4 ou de “a” a “d” de acordo com o sistema de numeracao de

Fischer [22].

Os pigmentos fotossintéticos presentes e a sua abundancia variam de acordo com
a espécie. Existem cinco estruturas quimicas diferentes que sdo caracterizadas como
clorofilas (Chl), séo elas: as clorofilas a, b, @ I Interessantemente, as Chlae b
foram descobertas no século 19, a Chld foi reportada em 1943, e a Chlf foi descoberta
somente em 2010. A Chla esta presente em todos 0s organismos que realizam
fotossintese oxigénica. As bactérias fotossintetizantes ndo possuem a Chla e, em seu
lugar, possuem a bacterioclorofila como pigmento fotossintético. A Chla é o pigmento
utiizado para realizar a etapa fotoquimica (o primeiro estdgio do processo
fotossintético), a Chlb é encontrada em muitas plantas e algas verdes, a Chlc é
encontrada em diatomaceas, dinoflagelados e algas marrons, aChld é encontrada apenas
em algas vermelhas, e a Chif € encontrada em cianobactérias isoladas de estromatolitos
na Austrélia OcidentalOs pigmentos c, de f auxiliam na absor¢do de luz e na

transferéncia da energia radiante para os centros de reagédo, sendo assim chamados de
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pigmentos acessorios. E muito dificil preparar a clorofila pura quimicamente e o
produto comercial contém uma mistura declorofilag b (razdo 3:1). As demais
clorofilas (c, de f) ndo seréo discutidas detalhadamente, pois ndo séo utilizadas como

corantes para alimentos [7, 11, 21-23].

As clorofilas ae b(Figura 7) sdo encontradas na maioria dos casos em conjunto.
A férmula molecular da clorofila a és817,,0sNsMg. Na clorofila b, no 4tomo de
carbono 7 esta presente o grupo funcional aldeido. J& na clorofila a, esta presente o

grupo metila. Sendo esta a Unica diferenca estrutural entre elas.

A molécula de clorofila representada na Figura 7 é composta por uma parte
hidrofilica ciclica, e por uma parte hidrofébica, a cadeia fitol. Os segmentos mais
hidrofilicos da macromolécula sdo o anelciclopentenona e o grupo éster propanico n
posicdo 17[21].As clorofilas absorvem principalmente nas regifées azul e vermelha do
espectro visivel, e refletem em verde. Os fétons séo absorvidos pelo sistema de duplas

conjugadas do “macrocicloporfirinico”[7].
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Figura 7. Estrutura quimica das clorofda e b.

Do ponto de vista estrutural, ha uma relacdo muito préxima entre as clorofilas e
as porfirinas: sdo ciclos tetrapirrélicos complexados com o ion magnésio. Dentro da
classificac@o dos derivados porfirinicos, a clorofila pertence a classe das clorinas. Outra
caracteristica estrutural das clorofilas € a presenca de um quinto anel, anexo
aamacrocicloporfirinico. Este anel de cinco membros contém um grupo carbonilico de
cetona e a presenca deste grupo € suficiente para caracterizar o composto como

clorofila, independentemente de suas cadeias laterais ou estados de oxidacao[24].

Os métodos de extracdo da clorofila, originarias de plantas e algas, sao
considerados processos ineficientes ou dispendiosos. Apesar de serem conhecidos
protocolos de sintese total desde 1960, para aplicacdes alimenticias, as clorofilas sé&o
extraidas a partir de urtiga, espinafre, alface e alfafa. As folhas de alfataséea
fonte primaria da producgdo do corante alimentar, pois fornecem uma boa quantidade de

clorofila de maneira economicamente viavel. Recentemente, métodos e técnicas de
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extracdotém sido desenvolvidos com o uso de novas fontes como microalgas e

cianobactérias[7, 25].

A extragcdo do contetdo de pigmentos foliares pode ser de carater destrutivo ou
ndo. O método destrutivo € o mais comum, utilizando solventes organicos, como a
acetona 80% e o éter de petréleo. Adicionalmente, a natureza hidrofilica/hickal@bi
uma substancia influencia na escolha direta do melhor solventa gaseextracdo. Na
extracdo da clorofila, os solventes polares mais eficazes sdoacetona, metanol, etanol,
acetato de etile piridina, e os solventes apolares menos eficazes sdohexano e éter de

petréleo [19, 20, 22].

A utilizacdo do solvente DMSO (dimetilsulfoxido) ao invés de acetona na
extracdo de clorofila @b em algas verdestém sido mais eficazes. O método que
emprega acetona é trabalhoso, sendo necessério fazer a maceracao e a centrifugacao.
Por outro lado, o solvente DMSO requer apenas imersdo do material foliar em um

volume conhecido, sem etapas subsequentes[26].

7

A Figura 8 ilustra um processo geral de extracdo que € realizado em cinco
etapas. Primeiramente a clorofila € extraida com solventes (acetona ou metanol),
posteriormente é resfriada com nitrogénio liquido, refluxada e filtrada para separagéo do
material de partida. Essas duas Uultimas etapas sdo repetidas inUmeras vezes. A
purificacdo € feita em coluna cromatografica de polietileno, as fracdes obtidas séo
repurificadas em colunas cromatograficas de acucar e finalmente cristalizadas na

presenca de iso-octano [19, 20].
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Figura 8. Processo de extracao da clorofila.

A molécula de clorofila apresenta em sua estrutura diversos sitios passiveis de
sofrerem reacdes quimicas quando na presenca de acidos, bases ou enzimas. Os
compostos formados quando a clorofila sofre tais reacfes apresentam caracteristicas
diferentes da clorofila, como por exemplo: solubilidade e cor. Essas reacbes séo
conhecidas como processos de degradacéao da clorofila e levam a formacédo de diferentes

derivados dependendo das condi¢des de reacao[27].

Quando na presenca de acidos fracos ocorre uma reacao do tipo acido-base na
qual os &tomos de nitrogénio (sitios béasicos) da clorofila s&o protonadoscom
consequente remocao do atomo de magnésio, o produto dessa reacao € a feotitina, um

derivado de coloracéo verde-oliva, que apresenta baixa solubilidade em agua {Figura 9
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_M92+

Clorofila Feofitina
(Verde) (Verde-oliva)

Figura 9. Degradacao da clorofila em meio &cido.

Em meio basico ou na presenca da enzima clorofilase o grupo éster da molécula

de clorofila sofre uma reacao de hidrélise na qual a cadeia fitol € removida, obtém-se a

final deste processo o derivado conhecido como clorofilida, de cor verde e mais soluvel

em agua que a clorofila (Figura)10

Condigao AouB
- fitol

HE Clorofilida
(Verde)

Clorofila
(Verde)

Condigéo A: meio basico (OH)

Condigao B: enzima (clorofilase)

Figura 10. Degradacao da clorofila em meio basico ou na presenca da clorofilase.
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A clorofilida quando em meio &cido pode sofrer ainda a perda do &omo de
magnésio apos protonacdo dos atomos de nitrogénio, resultando no derivado conhecido
como feoforbideo (Figura 11), que apresenta cor verde acastanhado e maior solubilidade

em agua que a clorofila.

Clorofilida Feoforbideo
(Verde) (Verde castanho)

Figura 11. Degradacao da clorofilida em meio acido.

As clorofilas e as feofitinas séo lipossollveis, em decorréncia de sua porcao

fitol, enquanto as clorofilidas e os feoforbideos (sem fitol) sdo hidrofilicos[27].

As clorofilas podem ser decompostas pela alteracdo do valor do pH dos tecidos
vegetais. O pH alcalino (9,0) torna a clorofila mais estavel ao calor do que o pH acido
(3,0). Os ions positivos minimizam a permeabilidade da membrana, que entra em
equilibrio com as cargas negativas diminuindo, dessa forma, a degradacdo das
clorofilas. Essa instabilidade da molécula pode alterar a sua cor, o valor comercial e as

qualidades nutritivas[22]

Diversas vantagens tecnolégicas sdo conseguidas através da substituicdo do
atomo de magnésio na parte central da molécula de clorofila pelo atomo de cobre

originando um derivado: a clorofilina cuprica como pode ser visto na Figura 12. Sao
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elas: maior hidrofilicidade, maior poder tintorial além de mais estabilidade frente a

exposicao a luz e a acidez[25].

HOOC

Figura 12. Estrutura quimica da clorofilina cuprica.

A obtencdo da clorofilina cuprica € feita pela saponificacdo da molécula de
clorofila em meio alcalino contendo hidroxido de sodio dissolvido em metanol, levando
a abertura doanel ciclopentenonae remocéo do grupo fitol. O magnésio é removido e
substituido pelo cobre usando sulfato de cobre em meio acido, aumentando assim a

estabilidade da clorofilina[20, 25].

As molécuias de clorofila (Figura)e da clorofilina (Figura 12) sdo complexos
Na quimica definenseos complexos como espécies que saoformadasquando um ligante
se une a um atomo central de metal.A clorofila e a clorofilina se diferenciam por
possuirem como atomo central magnésio e cobre, respectivamente, mas possuem 0

mesmo ligante: o nucleo porfirinico[4].
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A maior estabilidade observada para a clorofilina do que para a clorofila, é
decorrente da diferenca de estabilidade entre os dois complexos que sao formados por

esses nucleos metalicos e o ligante[28].

Com auxilio de uma tabela periédicapodemos ver que o &tomo de magnésio se
encontra no grupo 2 e o atomo de cobre no grupo 9. Os elementos do grupo 2, possuem
distribuicdo eletrbnica terminada no orbital s, enquanto que os elementos que estao
contidos nos grupos de 3 a 11 sdo chamados metais de transicdo e possuem distribuicéo

eletrénica terminadas no orbitald[4].

Em geral, atomos que possuem configuracdes eletrénicas terminadas em s como
omagnésiapresentatendéncia em formar complexos tetraédricos, que sdo complexos
em que quatro ligantes ficam nos vértices de um tetraedro regular com um atomo de
metal no centro conforme mostra a Figurgal8ireita). Ja atomos que possuem
configuracdo eletrénica terminada em d, como o cobre, tem a tendéncia em formar
geometrias planares que sdo complexos nos quaisos quatro ligantes estdo nos vértices de
um quadrado com o atomo de metal no centro conforme pode ser visto também na
Figura 13 & esquerda). Por outro lado, o nacleo porfirinico (ligante) tem uma estrutura
rigida que contém 4 atomos de nitrogénio, doadores de elétrons, no mesmo plano e
tende a formar complexos planares. Assim a formacdo de ligacdes tetraédricas pelo
magnésio na clorofila com o nucleo porfirinico, leva a‘ttendigido de tensdo” pois 0
atomo central e os ligantes possuem tendéncia a formar complexos com geometrias
diferentes.Ja na clorofilina, vemos que a condicdo de tenséo é desfeita, ou seja, o atomo
central de cobre e o nucleo porfirinico tém a tendéncia de formar complexos com

geometrias iguais (planares)[28].
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Figura 13. Complexo planar (a esquer@gejomplexo tetraédrico (a direita).

A facilidade de preparacédo das clorofiis cupricas e das clorofilinas sollveis
em agua em valores de pH acima de 6,5 fazem destes pigmentos bons substitutos de

corantes artificiais verdes[29].

Os produtos industrializados clorofila-Mg (E 140) e clorofila-Cu (E141) sao
ambos permitidos como aditivos de alimentos, embora a substancia E141 tenha se
mostrado mais estavel do que a substancia E140, lesandor consideracaa
exposicdo a luz, oxigénio, temperatura, bissulfito de sédio, peréxido de benzoila e

acidos[22].

A separacao e identificacdo dos componentes da clorofilina cuprica foram
realizadas por diversas técnicas, como cromatografia de camada delgada (TLC),
espectrometria de massas (EM), espectroscopia de infravermelho (IR), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massa (HPLC-MS)[25].

A clorofilina cuprica de sodio tem sido associada a propriedades bioativas.
Vérios estudos foram compilados em uma revisdo que avaliou a relagdo deste corante
com possiveis beneficios a saude. Sugere-se que este corante tenha atividades
antioxidantes, antimutagénicas e anticarcinogénicas. Entretanto os mecanismos de acao
nao sao conhecidos e a divergéncia na composicao das clorofilinas comerciais faz com

gue esse assunto seja controverso e seja necessaria a realizagdo de maiores estudos[25].
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Devido a importancia da clorofilina como corante e da grande utilizacdo de
solventes organicos através dos métodos de extracaotradicionais, surge a necessidade do
desenvolvimento de métodos verdes e neste contexto, os Sistemas Agquosos Bifasicos
(SABs) despontam como um método promissor para extracdo e purificacdo deste

corante.

5. Sistemas aquosos bifasicos

Em 1896 foi descoberta a formacdo de sistemas aquosos bifasicos (SABS)
quando Beijerick misturou solu¢cdes aquosas de gelatina e agar ou amido solavel.
Inicialmente formaranse misturas turvas que ap0s um tempo em repouso se tornaram
duas fases liquidas limpidas. Apesar disso, apenas em 1950 foi reconhecido o grande
potencial dos SABs para a aplicacdo a particdo e purificacdo de materiais biologicos,
moléculas organicas e inorganicas. Somente em 1980 os SABs comecaram a ser

utilizados para a particdo de ions[30].

Os SABs apresentam vantagens frente a extracao liquido-liquido convencional
(ELL). Uma vez que as técnicas de ELL fazem uso de solventes organicos, toxicos e

inflamaveis[30].

A utilizagdo de SABs como técnica de extracdo € econdmica e pode ser usada
em larga escala para a extragdo e purificacdo de diversos analitos. Sua simplicidade
técnica, facilidade de escalonamento, possibilidade de reutilizagdo de reagentes,
pequeno tempo de separacdo de fases e nao toxicidade s&o atrativos para aplicacoes

industriais e ambientais[31].

Os SABs podem ser formados por dois polimeros de estruturas quimicas

distintas, ou por um polimero/copolimero e um sal organico/inorganico, ou por dois
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surfactantes[32], ou por uma proteina e um polissacarideo[33] ou até mesmo por um

liquido idnico e um sa§4].

Dentre as possiveis constituicbes de um SAB, a forma mais comumente
empregada é a formada por um polimero e um sal. A partir de uma determinada
composicado global, em porcentagem massica (m/m%), um SAB é produzido. Na
composicao de ambas as fases formadas predominam agua. Geralmente, a fase superior

(FS) é rica em polimero e a fase inferior (Fl), rica em sal, como mostra a Figura 14.

FASE SUPERIOR
® SE SUPERIO
COMPOSICAO GLOBAL [PEQ] = 35,49%
[PEO] = 18,75% C®0 [SAL] = 3,45%
[SAL] = 13,42% [H,0] = 61,06%
[H,0] = 67, 83% O®O
®O0 FASE INFERIOR

[PEO] = 1,67%
w [SAL] = 23,24%
[H,0] = 75,09%
Figura 14.Composicdes quimicas associadas a um ponto de mistura do sistema: PEO

1500/fosfato de potassiofd a 25°C e pH =7.

A composicdo quimica das duas fases que se encontram em equilibrio
termodinamico € geralmente representada em um diagrama de fase de coordenadas
retangulares. Esta representacdo grafica (Figura 15) € de grande importancia para
estudos de particéao, pois é utilizada como ferramenta inicial para o desenvolvimento do
processo de extracdo. Os dados estdo relacionados a variacao da energia livre de Gibbs

do sistema. O eixo das abscissas representa a concentracdo de sal e 0 eixo das

ordenadas, a concentracdo de polimero, ambas em porcentagem massica % (m/m). O
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diagrama informa em quais composi¢cdes globais o sistema € homogéneo ou

heterogéneo [30, 35].
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Concentragdodosal / % (m/m)
Figura 15. Diagrama de fase em coordenadas retangulares.

A Linha Binodal (LB) separa essas duas regides. Na regido abaixo dessa linha,
o sistema € monoféasico, ja na regido acima o sistema € bifasico. Apresentam-se também
as linhas de amarracéo (LA) [30].Essas linhas fornecem a concentracéo dos solutos nas
duas fases em equilibrio (FS e FI) para uma determinada composicdo global (A) do
sistema. O comprimento da linha de amarracdo (CLA) € um parametro termodinamico
que é utilizado para medir a diferenca das propriedades intensivas entre as fases em
equilibrio [11]. E calculado em func&o das diferencas de concentracdo dos componentes

em cada fase (Equacéo 4).

CLA = \/ (CES — CEN)® + (CFS — cF1)° (Eq. 4)
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Em queC;® eCy' séo as concentragbes de polimero em cada fase (superior e inferior), e

cfSe cI!' sio as concentracbes de sal presente em cada fase (superior e inferior)

respectivamente.

Quanto maior o valor do CLA, maior serd a diferenca entre as propriedades
termodinamicas intensivas das fases e aumentara a extracao e/ou particdo de soluto de

interesse no SAB[35].
5.1.Teoria de formacao dos SABs

Em 2000, da Silva e Loh propuseram um modelo qualitativo em nivel molecular
de formacdo dos SABs sempre diferenciando os fatores entropicos dos entalpicos
através do acompanhamento das mudancas de propriedades termodinamicas do sistema
(entalpia de solucéo, entalpia de diluicdo, raio hidrodindmico e tensao superficial) até

ocorrer a separacao de fases[36].

Segundo este modelo, a medida que se acrescenta solugdo aquosa de sal (sulfato
de litio, por exemplo) em uma solucédo polimérica de poli(éxido) de etileno (REO),
entropia do sistema aumenta devido a liberacdo de moléculas de agua que estavam
solvatando asunidades EO (6xido de etileno) da macromolécula e os ions, ocasionando
a interagcdo entre os cations e a macromolécula, contribuindo assim para a
homogeneidade do sistema. Entdo, ao redor de toda a macromolécula existe uma
densidade de carga positiva, denominada pseudo-polication. Este por sua vez atrai
eletrostaticamente os anions. Essa interacdo ocorre até 0 momento em que 0s sitios da
macromolécula se encontram energeticamente saturados. Caso essa interacao
continuasse a ocorrer apareceriam forcas de repulsédo de curto alcance (aproximacao de
cargas de mesmo sinal ou mudancas na conformacdo da macromolécula)

desestabilizando o sistema. Entéo, a adicdo de mais solucédo aquosa de sal obriga os ions
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a se concentrarem distantes da macromolécula, fazendo com que as moléculas de agua
retornem a solvatar a cadeia polimérica. Nao existindo a possibilidade de ocorrer o
ganho entrépico explicado anteriormente, estabelece-se uma situacdo de instabilidade
termodinamica. Entdo, o sistema ndo consegue manter-se homogéneo e ao mesmo
tempo diminuir a energia livre de Gibbs, portanto acoreseparacado de fases. Nesse

novo estado, o polimero é concentrado na fase superior e o sal na fase inferior,
aumentando assim as intera¢des polimero-polimero e sal-sal. Ocorre entéo a liberacao
das moléculas de agua que estavam hidratando a macromolécula e o salpara regifes na
solucdo que estdo livres dessa influéncia, ocasionando mais uma vez um aumento de

entropia[36].

No caso de formacdo de SABs constituidos por PEO e sulfato de sodio, o
mecanismo é o mesmo. No entanto, existe também uma contribuicdo entalpica, ja que a
entalpia de transferéncia desse processo continua negativa depois da separacédo das fases
sugerindo que esses fons (#aSQ?) interagem mais entre si na presenca de PEO do

que em agua devido a uma maior concentracao local dos mesmos[36].
5.2. Teoria de particdo de corantes em sistemas aquosos bifasicos (SABS)

Suponhamos que as solucdes de polimero e sal sejam parcialmente misciveis a
temperatura T formando as faseS:(solucéo diluida de sal em agudjl§uma solucao
diluida de polimero em agua), quando agitados a T. Se adicionarmos clorofilina cuprica
de sédio ao sistema, ele se distribuira entre as fases FS e FI de modo a satisfazer

ufS = uff. Considerando a escala de concentracéo, temos a Equacéo 5[37]:

ue™ + RTInyfSefS/c = ug™ + RTnyf'cf!/c* (EQ.5)
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Em quep2™ 2 sdo os potenciais quimicos padrdes da clorofilina nas fases

superior e inferior, R € a constante universal dos gases, T é a tempegfatufdsdo os
coeficientes de atividade da clorofilina nas fases superior e infefitxf’sdo as
concentracoes de clorofilina na fase superior e inferioté a concentracdo inicial da

clorofilina.

Rearranjando a Equacéo 5, temos a Equacao 6:

In(yFScES /yFl ey = — (W&FS — p2f)/RT (Eg. 6)

A partir da Equacéao 6, obtemos a Equacéao 7:

_ oyl 0FS _  oFI (Eq. 7)
K. = cFl VFs exp[— (uc — MK )/RT] '
Cc [

A grandezaK, = cfS/cf'é o coeficiente de particdo (ou coeficiente de
distribuicdo) para a clorofilina no SABK, ndo € exatamente igual a razdo entre as
solubilidades da clorofilina em solucéo polimérica e solucao de sal porque as fases FS e
FI e ndo sdo polimero puro e sal puro. A exponencial na Equacao 7 é aAélagdo

—RT In K° para o processo de transferéncia da clorofilina entre as fases[37].

Quando as quantidades de clorofilina nas FS e FI mudam, também muda a razao
entre os coeficientes de atividade na Equacdo 7, e as concentracbes de sal na fase
superior e inferior também mudam. Portankbdepende de quanta clorofilina foi
adicionada ao sistema e nao € uma constante verdadeira a T e P constantes, a menos que
FS e Fl sejam solucdes diluidas ideais. O valor de K é o valor correspondente a solucdes

muito diluidas de clorofilina em F&FI, onde os coeficientes de atividade sao muito
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proximos de 1 e a composicao das fdsge FI sdo muito proximos do que seriam na

auséncia da clorofilin8[7].

A distribuicdo desigual do corante entre as fases é resultante de interacdes entre
0 corante e as outras espécies (polimeros/copolimeros, agua e sais) presentes nas fases

em equilibrio[35].

Diversas propriedades fisico-quimicas do sistema e do corante determinam o
valor de K. Os fatores associados aos corantes que afetam essa distribuigio s&o:
tamanho, estrutura quimica,presenca de carga elétricaaehidrofobicidade. Ja os
fatores associados ao sistema sdo: a hatureza quimica dos componentes formadores dos

SABs,amassa molar dos polimeros, o petemperatura [35].

Tendo como base a teoria de Flory-Huggins, Johansson e colaboradores
desenvolveram uma série de equacdes usadas para identificar a forca motriz que rege a
particdo de solutos nos SABs, ou seja, 0 transporte de matéria entre as fases do
sistema[35, 38-40]. Nos proximos topicos serdo discutidos os fundamentos da teoria de

Flory-Huggins e o modelo de Johansson e colaboradores.

5.2.1. Teoria de Flory-Huggins para solucdes poliméricas

A teoria de Flory-Hugginsé uma teoria que descreve o comportamento de
solugdes poliméricas. Em uma solucdo polimérica, o soluto € um polimero que
apresenta umamassa molar muito maior do que a massa molar do solvente,
portantosolucdes poliméricas apresentam um grande desvio de comportamento quando
comparadas a solucdes ideais. Desta maneira, para entendermos os fundamentos da

teoria de Flory-Huggins é necesséario entendermos as propriedades de uma solucao

ideal[41].
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A teoria das solucdes ideais € um modelo de estudo de solu¢des que despreza as
interacdes entre as diferentes moléculas presentes em uma solugdo. Para o célculo da
entropia de misturaA(,;, S) de uma solucéo ideal considera-se que as dimensfes das
moléculas que compdem a solucdo séo similares e a distribuicdo das mesmas, em
solucéo, ocorre de uma forma aleatdria, em que o soluto se distribui pelo solvente

obedecendo a um modelo reticular (Figual6

O @O0
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JO® @ |©

Figura 16.Modelo reticular de distribuicdo de uma solucéo ideal. As moléculas de um
soluto (circulos pretos) e de um solvente (circulos brancos) se distribuem segundo uma

rede.

Para uma solucdo ideal como a descrita na Figura 16, as moléculas que
compdem a solugdo podem ser trocadas de posicdo livremente, e 0o numero de

configuragdes possiveis para o sistema (Q) ¢ dado pela Equacgéo 8:

Q= : (Eq. 8)
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Em quen, é o numero de sitios do sistemgs 0 numero de particulas do solutn,eé

0 numero de particulas do solvente.

O valor da entropia de mistura,(;, S) para uma solucéo ideal pode ser entédo

obtido através da relagéo de Boltzman, que é dada na Equagéo 9:

Ay S = kingQ (Eg. 9)

Em quek é a constante de Boltzmamecomo definido anteriormente € o numero de

configuracdes possiveis para o sistema.

A Equacéo 9 pode ser reescrita empregando a aproximacdo de Stirlingpara a
qual temosquén(n!) = nin(n) —n. Ao utilizarmos essa aproximacao, temos que a

entropia de mistura para uma solucao ideal pode ser dada pela Equacéo 10:

Apix S = kl(ny +n2) In(ny + nz) — ny In(ny) — n, In(ny)] (Eqg. 10)

Manipulando a equac¢édo Equacao 10 obtemos a seguinte equacédo (Equacao 11):

Amix S = —k(ny In(X;) + n; In(X)) (Eq. 11)

Em queA,,;, S corresponde a variagdo de entropia de mistura para uma solucgéo ideal,
ké a constante de Boltzmam, e n, representam o nimero de moléculas de soluto e
solvente, respectivamente,Xg e X,, as respectivas fracdes molares do soluto e do

solvente.

Entretanto quando o soluto € um polimero, como os utilizados em SABs, o
comportamento de uma solucdo se difere muito de uma solucédo ideal, e o modelo
discutido acima ndo pode ser empregado. Para contornar essa diferenca de

comportamento entre uma solucao polimérica e uma solucéo ideal foi desenvolvida em
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1941 pelos cientistas P. L. Flory e M. L. Hugins a teoria que é conhecida como teoria de

rede de Flory-Huggins[38, 41].

A teoria de Flory-Huggins considera uma macromolécula linear e flexivel
constituida de uma sequéncia de segmentos idénticos. Considerando que a
macromolécula esteja em solucao, a distribuicdo dos seus segmentos é feita numa rede
tridimensional descrita pelo modelo de redef88-Cada segmento da macromolécula
e cada molécula de solvente ocupam sitios da rede, ou seja, o volume do segmento da
macromolécula € do mesmo tamanho do volume do solvente j& que cada quadrado da
rede possui 0 mesmo tamanho. Em uma solucao polimérica, varios sitios adjacentes da
rede sdo ocupados pela molécula polimérica, uma vez que esta € composta pela uniao de

varios segmentos (Figura 17).
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Figura 17 Modelo reticular de distribuicdo de uma solugcéo polimérica. As moléculas de
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um soluto (circulos pretos) e de um solvente (circulos brancos) se distribuem segundo

uma rede.
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Relaciona-se esse formalismo com a deducdo de uma equacdo matematica
(Equacéo 12)ue coloca a variagdo da entropia de mistura (AmixS) em fungédo das

fracOes volumétricas dos componentes da mistura

Apix S = —k(ny In(®,) + n, In(d,)) (Eg. 12)

Em quek é a constante de Boltzmangge @, séo as fracbes volumétricas do solvente

e do polimero respectivamente. Quando comparamos esta equacdo com a Equacédo 11
podemos observar que em uma solucdo polimérica ndo se deve usar as fracéss molar
dos componentes para o célculo da entropia de mistura, em seu lugar devem ser

empregadas as fracées volumétricas dos componentes[38, 39].

As fracbes volumétricas do solve(itg)e do polimero ¢,) podem ser

calculadas pelas seguintes equacdes(Equacédo 13 e 14):

®, = (_” ) (Eq. 13)
ny+ nym

@, = (ﬂ) (Eq. 14)
ny+ n,m

Em quen; en, sdo o numero de moléculas do solvente e do polimero, respectivamente,

em € 0 numero de segmentos presentes na macromolécula.

A teoria de Flory-Huggins também faz previs6es sobre a contribuigdo entalpica,
sendo que, segundo esta teoria a entalpia € relacionada com as interagdes
intermoleculares existentes entre os constituintes da solugcdo polimérica e ocorre por

formacdo ou quebra de pares potenciais[35, 39].
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Segundo a teoria de Flory-Huggins a entalpia de mist\g, f{) pode ser

determinada pela seguinte equacéo (equacao 15):
Amix H = zZAw;,yn, @, (Eg. 15)

Em queAw;, € a energia de contato associada a mistura do polimero com soivénte,
coeficiente de volume, obtido a partir da divisdo do volume de uma molécula de
polimero pelo volume de uma molécula de solvemt& ® numero de coordenacag,

€ 0 niumero de moléculas do solventebgé a fracdo volumétricas do solvente..

A partir da equagédo 15 Flory-Huggins definiram o paramgtrdenominado
parametro de interacdo de Flory-Huggins, este parametro pode ser calculado a partir da
Equacéo 16, e seu valor corresponde a uma quantidade adimensional que caracteriza a

energia de interacBes entre moléculas de polimero e solvente.

_ ZAWIZy

Eq. 16
T (Eq. 16)

X

Com a introducédo do parametro de Flory-Huggins na Equacédo 17, temos que a

entropia de mistura para uma solucéo polimérica sera dada pela seguinte equacao:
Apix H = kTxn, @, (Eq. 17)

A partir das Equacdes 12 e 15, para o calcula,gg S e A, H, podemos obter

entdo, o valor da energia livre de Gibbis de mistya.(G).
O valor dej,,,;, G € dado pela Equacéo 18.

Apiy G = Ay H—TAp S (Eq. 18)
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E assim, quando substituimos as equacdes 12 e 15 na equagdo 18, concluimos que para

uma solucéo polimérica o valor dg,;, G € dado pgEquacéao 19):

Amix G == kT[an(PZ + n1 ln(d)l) + nz ln((pz)] (Eq 19)

Os fundamentos da teoria de Flory-Huggins foram utilizados como base, para o
desenvolvimento do modelo de Johansson e colaboradores que € utilizado para discutir

quais for¢cas motrizes levam um soluto a se particionar entre as fases dos SABs[35, 40].
5.2.2. Teoria de Johansson e Colaboradores

Johansson e colaboradores desenvolveram uma série de equacgfes que sdo usadas
para determinar quais parametros termodinamicos regem o processo de transferéncia de
matéria entre as fases dosSABs, ou seja, neste modelo sdo reconhecidas duas forcas
motrizes (contribuicdes) que podem levar um soluto a se particionar em um SAB: uma

contribuicdo entrépica e uma entélpical40, 42-44].

A contribuicé@o entrépica é dada pela Equacgédo 20, sendd gi@ massa molar
do corante particionagp € o nimero de sitios por unidade de volume;Seounf!é o
namero total de moléculas na fase superior ou inferior, que, quandadaliyelo

volume VF ouVFl informa a densidade numérica da fase, respectivamente.
nFS nFI

E evidenciado que, na auséncia de efeitos entalpicos, as moléculas tém a

tendéncia de se concentrarem na fase que contém a maior densidade numérica.

A contribuicdo entalpica € dada pela Equacao 21, sendclbﬁ'm)flé a fracao

volumétrica de cada componente do SAB) (na fase superior e inferior

36



respectivamente; Wé a energia potencial absorvida ou liberada quando um par
corante-agua, ou corante-polimero, ou corante-cation, ou corante-anion é formado. E

W;;é o valor da energia do par potencial formado pelos compongptds SAB na

auséncia do corante.
' , , , (Eq. 21)
C
Ink = — oC Z (&F5 — OF) wic — Z Z (OFSOFS — oFoM)w;,
i=1(i#C) i=1(i#C) j=i+1(j#C)

O primeiro termo da Equacao 21 representa a diferenca em todas as interacées

entre o corante e cada componente do sistema presente nas fases superior e inferior.

O segundo termo da Equacéo 21 representa a auto-energia das fases. Entao,
quando uma molécula de corante é transferida da Fl para a FS, forma-se uma cavidade
na fase que ela deixou e forma-se uma cavidade narfagae ela entrara. Esse termo
leva em consideracdo as interacdes intermoleculares rompidas e formadas entre os
componentes do SAB. Em estudos anteriores, realizados com moléculas de
mesmotamanho, foram obtidos valores de K muito diferentes, mostrando que esse termo

nao contribuiu muito para a particdo[42-45].

5.3.Sistemas aquosos bifasicos utilizados para particdo de corantes

Surpreendentemente as particbes de corantes em sistemas aquosos bifasicos
(SABs), apesar de possuirem um longo histoérico, ndo foram extensivamente exploradas
da forma como a particdo e extracdo de ions metalicos e biomoléculas (proteinas e
enzimas) tem sido exploradas[30]. A seguir encontra-se uma descri¢do cronoldgica da

particdo de corantes em SABs.

A particdo do primeiro material pigmentado é conhecida desde 1954, quando
Albertsson particionou cloroplastos em poli(6xido) de etileno. Desde as décadas de

1970 e 1980,moléculas que nao sdo pigmentos e que também possuem ‘“‘anéis
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conjugados” em sua estrutura, que ¢ uma caracteristica comum aos corantes, foram
particionadas em SABs e se concentraram na fase superior[46].Um resumo dos
constituintes dos SABs que ja foram utilizados somente para a particdo de corantes

naturais pode servisto na Tabela 2.

Tabela 2.Sistemas aquosos bifasicos que ja foram utilizados para a particdo de

corantes naturais.

SistemasAquososBifasicos

Corantes Referéncias
Polimero Sal
MgSO,
. KH,PO, [47]
Geniposideo PE 62 NaHSQ
(NH4)2SOy
PEO 1508
Betalaina pEO 2008  (NHa2SQx [48]
PEO 6008
(NH4)2S0y
PEO 1508 MgSOy
PEO 4008 KsPO, [49]
C-ficocianina PEO 6000 Na,SO,
C6H5O7N83
PEO 20000 KsPO,
PEO 1502
PEO 600
PEO 10000 NSO,
PEO 35000
Carmim | 35° [42]
PEO 1500 .
PEO 6008 L1250y
PEO 35000
PEO 1500
PEO 4000 C4H4OsNa
Urucum PPO %06 [43]
L35
PEO 1508 C4H4ONa

®PE62: 0,20 (fracdo massica) Oxido de etileno (EO); 0,80 (fragdo massica) poli(oxido
propileno)(PPO)PPEO: poli(6xido de etilenofPPO: poli(6xido de propilenofi.35:
copolimero tribloco (PEQYPPO)¢(PEO)..
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Na década de 1990, a particdo de diversos corantes como: indigo carmim,
amaranto, acido carminico, eritrosina, tartrazina e amarelo de quinoleina foram
estudads em SABs formados por PEO 2000-(N}$0O4. Valores dos coeficientes de
particdo (K) encontrados para todos os corantes foram muitos semelhantes, variando
entre 1,4 e 2,46, portanto ndo se estabeleceu uma relagdo com as respectivas estruturas

moleculares[46].

Durante esta mesma década, ainda foram extraidas porfirinas e corantes
organicos em SABs formados por dois surfactantes, brometo de dodeciltrimetil amoénio
(catidbnico) e dodecil sulfato de sdédio (anidnico), em dois trabalhos distintos que se
complementam[32, 50]. No primeiro trabalho, Tong e colaboradores deram um enfoque
a aplicacdo deste novo sistema na extracdo das moléculas deantraquinona, vermelho de
metila, azul de metileno, hematoporfirina, uroporfirina emetaloporfirina.A eficiéncia de
extracdo (%E) foi de 100% para antraquinona e vermelho de metila, que sdo moléculas
mais hidrofébicas, e de 50% para azul de metileno, devido as cargas presentes e sua
maior dissolugdo em agua. Para as porfirinas a eficiéncia de extragado variou de 33,8% a
95,7 % devido a interacao hidrofébica do anel porfirinico com as micelas bem como a
atracdo das cargas dos grupos carboxilicos dissociados com excessode carga positiva do
brometo de dodecil trimetilamonio {8IE).Os principais fatores que governaram a
extracdo foram as interacfes hidrofébicas e eletrostaticas do soluto com as micelas
presentes nas duas fases dos sistemas[32].JA no segundo, Akama e colaboradores
estudaram um mecanismo de particdo das moléculas de clorofilina cuprica de sédio,
hematoporfirina, vitamina B12, alaranjado de metila e violeta de metila. A eficiéncia de
extragdo na fase superior variou de 40,6 a 99,9%. A clorofilina cuprica de sédio, a
hematoporfirina e o violeta de metila foram extraidos para a fase superior. J4 0

alaranjado de metila é dependente do pH pois se concentra na fase superior e pH > 7
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se distribui nas duas fases uniformemente em3pkA vitamina B12 também se
distribui nas duas fases quase uniformemente. Finalmente, os fatores que influenciaram
a particdo de uma substancia em SABs foram a hidrofobicidade, pH e a carga da

molécula particionada[50].

Em 2002, Pan e colaboradores elaboraram um processo de extracdo utilizando
SABs para obtencdo de geniposideo a partir do fruto da gardénia. Foram analisados
varios fatores incluindo a concentracaacdgolimero, concentracédo de sal e a adi¢éo de
etanol. As melhores condi¢des de extracao (5%PE62, 7,5R®HL0% etanol) foram
testadas em larga escala. Os valores de K variaram de 0,91 a 1,78. Este processo foi
combinado com um tratamento simples com etanol para remocédo do excesso de sal

inorganico[47].

Em 2001, Rito-Palomares e colaboradores desenvolveram uma metodologia para
a extracao e purificacdo de ficocianinas que acoplou a ultrafiltracdo aos SABs. Neste
trabalho os SABs eram formados por fékido) de etileno PEO (MM= 1000 ou 1450
g mol*) com sulfato de sodio ou fosfato de potassio. As células foram submetidas a
centrifugacdo, e o sobrenadante continha a ficocianina (extrato bruto). Este extrato
passou por duas etapas de extracdo consecutivas nos SABs conceaarsndase
superior, e as demais impurezas se concentraram na fase inferior. Um aumento no valor
da CLA levou a um aumento na pureza do composto. O extrato foi submetido a uma
etapa adicional de purificacdo utilizando uma membrana (3-kDa) para remoc¢édo do
polimero PEO. O produto obtido foi submetido a uma precipitacdo com sulfato de

amonio a 0°C[51, 52].

Em 2007, Patil e colaboradores elaboraram uma metodologia para particdo e

purificacdo de c-ficocianinas. Neste trabalho, foram analisados varios fatores que
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influenciaram a particdo, tais como a naturezacencentracdo do polimero e do sal
formador do SABp efeito do aumento da massa molar do polimero, o efeito do pH do
sistema e cefeito da razdo do volume de fase. Foi avaliado também o efeito de
extragbes sucessivas e sua influéncia na purificagcdo das c-ficocinaninas. Em SAB
formado por PEG 4000/fosfato de potassio (pH 6), o aumento da CLA levou a um
aumento na particdo das c-ficocianinas, com o valor de K variando entre 15,23 a 780,29,
indicando que elas se concentram na fase superior e as impurezas se concentram na fase
inferior. Apds as extracdes foram feitas a ultrafiltracadiefilizacdo para obtencéo da

c-ficocianina em p6[49].

Também em 2007, Chetana e colaboradores utilizaram os SABs para purificacéo
e concentracdo de betalainas extraidas a partir da beterraba. Os acglcares aceleram a
degradacdo das betalainas, portanto os SABs sdo uma boa alternativa, poimmremove
também os aclUcares sem etapas adicionais, jA& que a betalaina se concentra na fase
superior e 0s acucares na fase inferior. Foram avaliados diferentes efeitos como
comprimento da linha de amarracdo, razdo de volume de fase e concentracdo dos
componentes dos SAB sobre o coeficiente de particdo das betalainas. Os valores de K
variaram de 2,07 a 8,94. Adicionalmente, foram testadas extragbes sucessivas em SABs
(3 vezes). Os componentes individuais das betalainas foram identificados, apds a
extracdo, por HPLC. As betalainas foram separadas do polimero através de uma
extracao organica aquosa (agua/cloroférmio), liofilizadas e armazenadas na forma de po
para uso posterior. Através de andlise espectrofotométrica foi confirmado que o

cloroformio néo trouxe nenhum dano ao pigmento[48].

Ostrabalhos de Rito-Palomares, Ragaravao e Chetana e colaboradores foram os
pioneiros em empregar esta etapa final de separacdo do corante dos demais

componentes dos SABs[48, 49, 51, 52].
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Em 2008, uma metodologia espectrofotométrica nova, simples e mais sensivel
foi desenvolvida para determinacdo de azul brilhante(FCF) em amostras de agua
alimentos (confeitos de chocolate, doce de frutas, geleia de morango) utilizando SABs.
Segundo Shiri e colaboradores foram avaliados os efeitos que afetam a eficiéncia de
extracdo do FCF, como efeito do pH, efeito da massa molar do polimero, efeito da
natureza do sal formador do SAB da temperatura e do tempo de centrifuacao.
comum os dados de particdo serem mostrados em funcdo do comprimento da linha de
amarracdo do SAB para cada efeito avaliado univariadamente, contudo foi mostrado

apenas como o valor da absorbancia varia para cada efeito[53].

Em 2010, Antelo e colaboradores purificaram também c-ficocianinas em SABs
formados por poli(6xido) de etileno PEO (MM= 1500, 4000 e 6000 g)n®lbo s&
fosfato de potassio, em valores de pH 6 e 7.0s valores do coeficiente de particdo nao
puderam ser determinados, uma vez que a concentracao da c-ficocianina na fase inferior

estava abaixo do limite de deteccao iy mL™) [31].

Em 2009, e posteriormente em 2012, houve uma grande contribuicdo para a
particdo de corantes naturais. Mageste e colaboradores particionaram carmim e urucum
em diversos SABs convencionais formados por polimero/copolimero e sais organicos e
inorganicos[42, 43]. A particdo de ambos os corantes foi explicada através da utilizacao
do modelo de Johansson e colaboradores[40].0Os valores de K variaram de 10 a 300 para
o carmim e de 15 a 140 para o urucum,mostrando o potencial de aplicacdo dos
SABspara purificacdo destes corantes.Além disso, a otimizacdo das variaveis do
processo de transferéncia dos corantes em SABs foram feitas através do uso de
quimiometria.Pela primeira vez, a entalpia de transferéncia para o urucum foi calculada

utilizando a calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), sendo também calculados os
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demais parametros termodindmicas& e A,S) do processo de transferéncia das

moléculas do urucum da fase inferior para a fase superior dos SABs[43].

Em 2013, Han e colaboradores propuseram um método de extracdo e
saponificagdo da clorofila a partir do excremento do bicho da seda. No estudo em
questdo a reacdo de saponificacdo da clorofila e a extragdo em um sistema bifasico
formado por etanol e hidréxido de sodio foram realizadas simultaneamente. Para fins de
comparacao, as etapas de saponificagcdo e extracdo do processo foram realizadas

separadamente. O resultado obtido para o processo simultaneo se mostrou superior [54].

Em 2014, foram publicados os primeiros trabalhos de extracdo de corantes em
sistemas aquosos bifasicos formados por liquido idnico (IL)-(ATPS) e sal[55, 56]
Sheikhian e colaboradores particionaram vermelho reativo 124@;puidilazo)-
resorcinol e alaranjado de metila embrometo de 1-butil-3metil-imid@zoiim][Br] e
fosfato de potassio. Os fatores que alteraram o processo de particdo foram pH,
temperatura e composicdo dos SABs. O liquido idnico utilizado foi reciclado utilizando-
se um liquido i6nico hidrofébico hexafluorofosfato de 1-butil-3metil-imidazol
[Csmim][PFg]. Os valores de K obtidos variaram de 3,2 a 4,6xT@mbém foram
calculados os parametros termodinamicos da transferéncia destes corantes, embora 0s

valores obtidos ndo tenham sido discutidos [55].

Uma nova proposta para remocdo de corantes téxteis (cloranil, sudan Il e
indigo) de descargas aquosas usando (LI)-(SABs) formadodiquodos i6nicos
(fosfénio ouimidazol) e sais (sulfato de aliminio ou citrato de potassio) foi proposta por
Ferreira e colaboradores. Avaliou-se a estrutura quimica do liquido i6nico, natureza do

sal e o pH. Foram determinados o coeficiente de partig@fi@éncia de extracdo, com
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valores em sua grande maiotimdendo a «© e 100% respectivamente. Também foi

proposto um processo para reutilizacéo do liquido ibnico[56].

Em 2015, Alvarenga e colaboradoresparticionaram o corante téxtil amarelo ouro
remazolRNL (AQR) em diferentes SABs convencionais formados por polimeros e sais
e também em SAB formado por liquido iénico e sal. Foram avaliados alguns efeitos que
alteram o valordo coeficiente de particdo do AOR, tais como:efeito do céation do sal
formador do SAB, efeito da massa molar do polimero e efeito do anion. Determinaram-
se os coeficientes de particdo, asvariagcbes da energia livre de Gibbs, e tmambém
eficiéncia de extracdo do AOR em SABs. Interessantemente, em SABs convencionais o
AOR se concentrou nas fases superiores dos sistgénasn SABsformados por
liquidos idnicos, o AOR se concentrou nas fases inferiores dos SABs. Utilizou-se
efluente téxtil como solvente para a pmepdo do SAB com aproximadamente 100%
de eficiéncia de extracdo do corantemostrando o potencial desse sistema para uso no

tratamento de efluentes[44].

Até o presente momento sao pouco conhecidos os fatores que levam a particao
de corantes para fase superior dos SABs. Diante disso, devido a infinidade de corantes
gue existem no mercado e na natureza, e a particularidade do comportamento de cada
um deles em SABs, este fenbmeno da particdo de corantes ainda precisa ser fortemente

estudado.

44



5.4, Técnicas utilizadas na particdo e determinacdo dos parametros
termodinamicos da clorofilina

5.4.1. Espectrofotometria de absorcdo molecular noultravioleta visivel

Para determinacao dos valores de coeficiente de particdo (K) da clorofilina entre
asfases dos sistemas aquosos bifasicos, € necessario determinar qual concentracao de
clorofilina esta presente nas diferentes fases do sistema ap6s o processo de particao.
Neste trabalho empregou-se para tal propdésito a técnica de espectrofotometria de

absorcéo no ultravioleta visivel.

A espectrofotometria de absorcdo molecular no ultravioleta visivel esta baseada
na medida de transmitanci@)(ou absorbanciad) de solu¢des contidas em células
transparentes. A concentracdo de um analito absorvente esta relacionada linearmente a
absorbancia conforme a Lei de Lambert-Beer representada pela Equacéo 22. A Equacao

22 é uma representacdo matematica desta lei[2].

A= —logT = €bc (Eq. 22)

7

Em queA é a absorbéncia da solucdb, € a transmitancia da solucae, é a
absortividade molar do analitd, € o caminho da radiacdo e ¢ € a concentracdo do

analito.

Através do uso de umespectrofotbmetro de absorcdo obtém-se espectros de
absorcdo no visivel e ultravioleta (UV). O espectro possibilita a avaliagdo quantitativa
da absorcdo e analisa-se a capacidade de absorcdo da energia de uma molécula. A
Figura 18 mostra um espectro tipico de absorcdo para a molécula da clorofila. Neste
espectro, observa-se que a clorofila absorve luz vermelha e azul, e reflete a luz verde

presente na luz branca[4].
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Figura 18. Espectro de absorcdo da clorofilad em um grafico de percentual de

absorgcéo em fungéo do comprimento de onda em nandmetros.

Neste trabalho foram medidas as absorbancias das fases superiores e inferiores
dos SABs e estes valores puderam ser relacionados as concentracdes de clorofilina nas

fases do sistema.

O valor do coeficiente de particao da clorofilika)(é dado pela Equacgéo 7 (pag
29).

cks

Em quectS e cf'sdo as concentracées de clorofilina na fase superior e inferior,

respectivamente. Reescrevendo a Equacédo 22 obtemos a Equacéo 23.

A (Eq. 23)

Substituindo a Equacéo 23 na Equacé&o 7 obtemos a Equacgao 24:

FS  _FIpFI
A° €.'b

Kc = A—IC,IXW (Eq 24)
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Essa equacéo pode ser sifipiidaa Equacao 25, uma vez que a absortividade molar

da clorofilina nas fases superief<) e inferior €£7), bem como os valores do caminho

da radiacdo nas fases superigdij e inferior ') séo iguais. A partir da Equacéo 25,
temos que os valores de coeficiente de particdo de clorofi{j)gp¢dem ser calculados
diretamente a partir da razdo das absorbancias da fase superior e inferior do sistema de

particéo.

FS
K, = 2 (Eq. 25)

= AFI
A¢

A Equacao 25 foi a equacao utilizada para determinar os valores de coeficiente

de particdo dos SABs estudados no presente trabalho.

5.4.2. Calorimetria de Titulacao isotérmica

Nos ultimos anos a calorimetria isotérmica de titulacdo (ITC) tem despontado
como a técnica maisebtsucedida para o estudo de interacBes. O principio da ITC
baseia-se nas técnicas de titulagdo e compensacdo de poténcia, e emprega 0s principios
da termoquimica em aplicagbes analiticas, sendo que esta mede a variagdo de entalpia

de um sistema quando ocorrem alteracdes em sua composi¢cao[57].

O calorimetro ITC & isotérmico, sendo que este mede o calora partir da energia
elétrica necessaria para manter uma diferenca de temperatura constanteentre as células
de amostra e referéncia. Os valores de entéh}d sdo medidos durante um processo

de titulagcdo em que a solucéo titulante € adicionada a solucéo titulada[57].
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Um esquema tipico de um calorimetro de titulacdo isotérmica é visto na Figura

( ) Motor de passo
'] Seringa
==
Motor de passo / Motor de agitagdo
\
Sensores N
Termoelétricos 0= |
& :
I=l= R
E ©
H, BgHE
! o
E £
< 5
MR E
Dissipador de calor =
@
Banho de agua
(o000 YB0a0Toua0aT 0000

Figura 19. (a) Esquema interno do calorimetro e (b) torres e celas de amostra e

referéncia.

Este equipamento possui uma cela de referéncia e uma cela de amostra de
aproximadamente 1,8 mL e as celas sdo isoladas por uma parede adiabatica e um banho
termostatico. A titulacdo é efetuada através da injecdo de solucdo de titulante (em
aliquotas que podem variar de 0,1-2B0i0m auxilio de uma seringa de injecéo para a
cela de amostra preenchida com uma concentracdo conhecida de uma de amostra a ser
titulada. Existe um motor de passo que controla as inje¢cdes e um agitador para assegurar
a eficiéncia de mistura continua a 350 rpm. Uma programacédo de injecdo € realizada
automaticamente usando um software interativo que permite configurar o nimero, o

volume e o tempo das injecdes. Os erros dos dados obtidos por ITC tém valor maximo

de 5%.

Na Figura 20a, a titulo de exemplo, € apresentado os resultados obtidos no

processo de titulacdo de um agente tensoativo ndo idnico em agua (termograma), a
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integracdo das areas abaixo dos picos (Figura 20a) produz um perfil de entalpia

mostrado na Figura 20b.
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Figura 20. (a) Termogramada titulacdo de um agente tensioativo ndo i6nico emagua;
(b) A integral da area dos picos (Figura 20a) fornece o valor de entalpia para cada

injecdo. Adaptado [57].

A diferenca entre as duas partes horizontais da curva em forma de S (Figura

20b) tal comandicada ¢ igual a AH[57].

O calorimetro ITC trabalha a T e P constante nessas condi¢cdes, podemos
considerar que a variacdo de entalpia é numericamente igual ao calor medido pelo
calorimetro [37]. Essa relacdo matematica pode ser obtida a partir da primeira lei da
termodinamicadU = dq — PdV), como pode ser visto a partir do desenvolvimento de
equacdes mostrado abaixo:

Uf vf
du = qu—j PdV

Ui Vi
AU =q—P(V—V,)
Us—U; = P(V; = V)
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Substituindo a relacdé = U + PV obtemos a equacao desejada (Equacéo 26)

Em resumo, a técnica de ITC é versatil, extremamente sensivel, a Unica
exigéncia € que haja uma variacdo de entalpia durante o processo estudado. A técnica
ITC comercial foi construida inicialmente para estudar as interacdes quenecure
macromoléculas que estdo presentes em sistemas biolégicos. Por outra lado,
desenvolvimento da técnica ITC tem contribuido significativamente para a compreensao
de diversos aspectos de interacfes em solucdes poliméricas[57]. A técnica de ITC ja foi
utilizada para a compreenséao das interacdes do fenbmeno de particdo do corante urucum
em SABs, sendo que este trabalho serve como base para o estudo do processo de

particdo de clorofilina em SABs, objetivo do presente trabalho[43].

A variacao de entalpia de transferéndg.f°) é uma grandeza termodinamica
fundamental que descreve a quantidade de energia na forma de calor liberada ou
absorvida durante o processo de transferéncia da clorofilina da fase inferior para a fase
superior[43]. Este parametro termodinamico, em geral, pode ser determinado de duas
formas[58]. A primeira forma é conhecida como aproximacaeadeHoff (VH), sendo
que estaorresponde a uma medida indireta, em que a entalpia de transfeAgigja
é obtida graficamente avaliande-a dependéncia da constante de equilibrio (K) em
relacdo a temperatura (T). A segunda forma ser obtida através do emprego uma técnica
cdorimétrica, como por exemplo, a calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), o valor
de entalpia de transferéncia,{H;;.) € entdo determinado através de uma medida

direta.
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Embora ambos os métodos possam ser usados para detefpiH&r a
equivaléncia dos valores determinados calorimetricamente e pela aproximacao de

van’tHoff tem sido questionadas[59, 60].

Neste trabalho avaliamos os valores de entalpia de transferéncia da clorofilina
cuprica de sodio entre as fases dos SABs, sendo que a titulo de comparacdo foram
empregadaa aproximacao dean'tHoff e calorimetria de titulacdo isotérmica

5.4.3. Aproximacédo devan’tHoff

A aproximacédo dean’tHoff baseia-se na relagdo de dependéncia existente entre
a temperatura T e a constante de equilibrio K. Em um sistema quando a condicdo de
equilibrio termodinamica € alcancada (quangda: = 0), temos qud,,.G° relaciona-se
com a constante de equilibrio segundo a seguinte relacdo classica da termodinamica

(Equacéo 26)[37, 61]:
A, G°(T) = —RTInK (Eq. 26)

Onde R é a constante universal dos gases, T € a temperatura absoluta em Kelvin e K é a

constante de equilibrio do sistema.

O valor deA..G°(T) também pode ser escrito em funcdo das contribuigbes

entalpicas e entropicas do sistema, conforme a Equacéao 18(pagina 35).
Ay G(T) = Ay H(T) — T4 S°(T) (Eq. 18)
ondeA,, H® e 4,,.5° s@o as varia¢gOes de entalpia e de entropia, respectivamente.

Ao igualarmos as equagbes @86 e isolamos o terménK encontramos a

Equacéao 27.
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Quando derivamos a Equacdo 27 em relacab/H) (obtemos a Equacédo 28,

denominada aproximagéo den’tHoff:

dlnK\  —A,H(T) (Eq. 27)
<a1 /T)

- R
Vemos que pela aproximacao aen’tHoff, o valor de A,-H° pode ser obtido
graficamente, para tal um grafico de InK versus 1/T deve ser construido, e o valor de
A;-H® em um determinado ponto é dado pelo produto da derivada da curva neste ponto

pela constante universal dos gases R[59].

O curva de InK versus 1/T, fornece uma relacao linear quando oAgaldt €
independente da temperatura. No entanto, Bogsasaboradores[62] mostraram que
guando a entalpia e entropia sdo dependentes da temperatura, a curva de InK versus
1/Tfornece uma relacdo nado linear que pode ser aproximada por um polinémio de

segundo grau de acordo com a expressao:

2 1 3

mma o) eeff va) e o

onde Té a temperatura absoluta e a, b,c, d sdo parametros empiricos.

Quando derivamos a Equacédo 28 em relacdo a 1/T obtemos a Equacdo 29

(aair;?) =b (%) +3d (%)2 o (Eq. 29)

Igualando as Equacdes 27 e 29 temos a Equacdo 30, que é utilizada para calcular os

valores dd,,.Hy, quando o grafico de InK versus 1/T apresenta uma relagcéo néo linear.

(Eq. 30)
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0 1 1\?
AyHyy = —R b+2C(7)+3d (F) + .-

A aproximacao dean’tHoff bascia-se em um modelo de equilibrio simples em
gue ocorre apenas um tipo de processo. Para sistemas em que estdo presentes varios
tipos de processos, as diferencas observadas na entalpia determinada calorimetricamente
e powvan’tHoff tem sido interpretadas indicando que o estudo € mais complicado do que
um modeloem que o processo de transferéncia ocorre em apenas uma etapa. Em
sistemas como os SABs, ocorrem multiplos processos de transferéncia como:
transferéncia de moléculas de agua e de contra-ions entre as fases. Além disso podem
ocorrer processos de solvatacdo e mudancas conformacionais. Uma vez que a ITC mede
diretamente o valor da,,H°detecta toda diferenca no fluxo de energia na forma de

calor proveniente de todas essas mudancas[57, 58].
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Abstract

Aqueous two-phase systems (ATPSs) are an efficient, green, and safe
methodology for the extraction and purification of natural dyes. However, the studies
elucidating the interactions that govern the dye partitioning in these systems have been
insufficient. Therefore, the driving forces governing the partition of sodium copper
chlorophyllin (SCC) in ATPSs formed by polymer and salt were studied. The effects of
the tie-line length, nature of the ATPS-forming components (polymer, salt and
water),the temperature on the SCC partition coefficightwere evaluated, and the
transfer thermodynamic parameters,G°, A,-H°, and A.,.S°) were obtained. The
A.-H° values were obtained using isothermal titration calorimetgyyH.) and the
van’t Hoff approach (A.-Hyy). TheK values depended on the evaluated parameters and
ranged between 0.36 and 347. For most systems, the SCC transfer to the ATPS top
phase was exothermic, with,, Hf. attaining values of up to -77.57 kJ molThe
transfer entropy change values suggested that the ATPS-forming components were

simultaneously transferred to the bottom phase with the SCC transfer to the top phase.

Keywords: aqueous two-phase system, dye extraction, sodium copper chlorophyllin,

microcalorimetry, transfer thermodynamic parameters
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1. Introduction

The rare occurrence of natural dyes that are stable to light, pH, and temperature
changes is a problem in the food, cosmetics, and textile industries because of the
increasing consumer demand for natural products [1-4]. To overcome this problem,
these industries have preferred to utilize semi-synthetic dyes as substitutes for synthetic
dyes that have been foundto be hazardous to human health [5, 6]. Sodium copper
chlorophyllin (SCC) (Fig. 1a) is a stable semi-synthetic dye that is widely used as a
green colorant and is a derivative of chlorophyll, which is a natural pigment abundantly
found in all photosynthetic organisms, mainly in the form of chlorophyll a and

chlorophyll b (Fig. 1b) [7].

OCH;
%%Hm
O

Fig. 1 Chemical structures ofa) sodium copper chlorophyllin (SCC) anih)

chlorophyll a (R = CH) or chlorophyll b (R = CHO).
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The chlorophyll to SCC conversion increashks dye’stinctorial power, water
solubility, and light stability, and improves its antimicrobial activity [7]. The SCC is
obtained by the saponification of chlorophyll in an alkaline medium in the presence of a
sodium copper salt. The magnesium atom naturally coordinated with the porphyrin ring
in chlorophyll is replaced by a copper atom, and the long carbon chain of chlorophyll is
simultaneously disrupted [8]. Despite the high yield of the chlorophyll to SCC
conversion, the extraction methods for the dye are consideredto be complex and
inefficient and employ traditional liquid-liquid extraction that uses organic solvents [8,
9]. Thus, the development of efficient, environmentally safe, and nontoxic
methodologies for SCC purification is required.

Liquid-liquid extraction based on an aqueous two-phase system (ATPS) arises as
an alternative for new SCC purification methods. ATPSs are systems formed primarily
of water (65%90% in mass), along with two chemicals, which can be (i) two
chemically distinct polymers [10, 11], (ii) a polymer and an electrolyte [12, 13], or two
different electrolytes [14]. Under specific thermodynamic conditions, the mixture of
these components generates two immiscible phases whose thermodynamic properties
can be modulated to extract several chemicals. For example, ATPSs have been proposed
for the purification and extraction of metal ions [15], biomolecules [16], antioxidants
[17], and dyes [18-21].

The asymmetric distribution of dyes between the top and bottom phases of an ATPS
has been known for at least twenty-five years, with dyes being used as affinity ligands
for protein extraction [22]. However, the first studies investigating the potential use of
ATPSs for the extraction of dyes emerged only in the beginning of the 21st century. The
application of these systems to the extraction and purification of betalains from beetroot

was demonstrated by Chethana et al. [18]. Using systems formed of poly(ethylene
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oxide) and ammonium sulfate, the authors evaluated the effects of the tie-line length,
phase volume ratio, addition of neutral salt to the ATPS, and pH on the partitioning
behavior of betalains, obtaining up to 75% dye recuperation. Mageste et al. [19]
confirmed the efficiency of ATPSs formed of poly(ethylene oxide) and inorganic salts
in theextraction of dyes by obtaining partition coefficients for carmine dye as high as
300. In addition, for the first time, these authors applied ATPSs of block copolymers
and inorganic salts to the extraction of a natural dye. The same research group [20]
evaluated the partition/extraction of norbixin in similar ATPSs, and has been the only
group until now to determine the driving forces responsible for the spontaneous
transference of the dye. Recently, Han et al. [9] proposed a simultaneous aqueous two-
phase extraction and saponification reaction method for chlorophyll from silkworm
excrement for the preparation of SCC using an ATPS formed of ethanol, NaOH, and
water. However, no study has investigated the use of an ATPS formed of
polymers/copolymers and salt to extract SCC.

Because the determination of thermodynamic parameters associated with the dye
transfer process in an ATPS is strategic to the optimization of its application in dye
purification/extraction, the SCC partitioning thermodynamic behavior was determined.
The dye partition coefficients in several ATPSs formed of polymer/copolymer and salt
were measured, and the effects of different ATPS parameters (tie-line length, salt
nature, macromolecular size, macromolecule hydrophobic/hydrophilic balance, and
temperature) on the dye partition were investigated. The driving forces responsible for
the SCC transfer process to the ATPS top phase were determined by obtaining the
transfer thermodynamic parametets, (G°, A.,-H®, andA.,.S°). TheA,, H° values were
obtained using isothermal titration calorimetty;(H/;-) and the van’t Hoff approach

(A4-HYy) and compared.
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2. Experimental
2.1. Materials

Poly(ethylene oxide) (PEO) with molar masses equal to 10000 and
35000 g maf and poly(propylene oxide) (PPO) with a molar mass of 400  mete
purchased from Aldrich (St. Louis, MO, USA). PEO with a molar mass of 1500'b mol
was supplied by Synth (Sédo Paulo, SP, Brazil). L64 copolymer with a molar mass
of 2900 g mof' and a nominal composition of (PEGPPOY(PEO); was purchased
from  Aldrich  (St. Louis, MO, USA). Sodium sulfate (MO,
99%),monohydratelithium sulfate @S0.H0, 99%),sodiumtartrate
(C4H4O6N&- 2H,0; 99%),andsodiumhydroxide (NaOH; 97%) werepurchasedfromVetec
(Rio de Janeiro, RJ, Brazil). SCC [10% (m/m)] was a courtesy of Hansen Ind. Com.
Ltda. (Valinhos, SP, Brazil). All chemicals were usedwithout further purification.

Distilled water was used in all experiments.

2.2. Preparation of aqueous two-phase systems and SCC partition

ATPSs were prepared in 50-mL falcon tubes by mixing stock aqueous solutions
of a polymer (or copolymer) and salt. The stock solution concentrations were
adequately chosen to obtain a global composition in accordance with the corresponding
phase diagrams reported in the literature [12, 23-27]. At least four different global
compositions were chosen from each phase diagram. Water with its pH adjusted to
13.00 was used to prepare all solutions. ATPSs were allowed to separate into two
phases at (298.2+0.1) K for at least 24 h in a temperature-controlled bath
(Microquimica, MQBTC 99-20, Brazil). For the PEO10000/8@,/H,O ATPS, the

experiments were also performed at 303.2, 313.2, and B23.2
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For the partition experiments, after the ATPS had reached thermodynamic
equilibrium, the top and bottom phases were separately collected, and 2.50-g aliquots of
each phase were added to 10-mL glass tubes containing 5.00 pL of 10% (m/m) SCC.
Aluminum foil sheets protected all the tubes to prevent the photodecomposition of the
dye. Systems without dye were utilized as blanks. The obtained systems were mixed
using a vortex mixer (Certomat MV) and left in the temperature-controlled bath at
(298.2+0.1) K (or 303.2, 313.2, and 323.2K when the ATPS was
PEO10000/Ng50s/H,0) for a minimum of 24 h to reach thermodynamic equilibrium.
Aliquots of the top and bottom phases were collected and adequately diluted for a
spectrophotometric analysis at 626 nm using a Shimadzu digital double beam
spectrometer (UV-2550).

The SCC partition coefficient (K) was calculated using equation 1:

AbSTP . fTP

= AbsEP [P (1)

K

wheredbs™ and AbsBP are the absorbances of the diluted aliquots of the top and
bottom phases, respectively, discounting the absorbances of the correspondent blanks;
fTPand fBPare the dilution factors of the top and bottom phases, respectively.
Experiments were carried out in duplicate, and the standard deviations were lower than

10 %.

2.3. Determination of transfer thermodynamic parameters of SCC partition
2.3.1. Transfer Gibbs free energy change

The transfer Gibbs free energy chanfg.¢°), which was defined as the molar
Gibbs free energy change associated with the SCC transfer process from the bottom

phase to the top phase, was calculated in accordance with equation 2:
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A,G° = —RTInkK 2)

whereT is the absolute temperature, R is the universal gas constant, and K is the SCC

partition coefficient.

2.3.2. Transfer enthalpy change

The enthalpy change associated with the transfer of the SCC from the bottom
phase to the top phase was obtainedusing isothermal titration calorimetry (ITC) and the
van’t Hoff approach. In the first method, measurements were conducted in a
microcalorimeter(CSC-4200, Science Corp. Calorimeter) controlled by ItcRun software
and equipped with two reaction cells, one for a reference and the other for the sample,
with a volume of 1.80 mL.These cells were filled with 0.90 mL of the bottom phase and
0.90 mL of the top phase and the mixture in the sample cell was titrated by six
consecutive 2% injections of the SCC solution [0.60% (m/m)] prepared in the bottom
phase. The time interval between two consecutive injections was equal to 40 min, and a
gastight Hamilton syringe (25€) controlled by an instrument was utilized for the
injections. A stirrer helix in the sample cell, stirring at 300 rpm, was used throughout
the experiment. The raw data were recorded as power versus time curves, which were
integrated to obtain the heat flow associated with the SCC transfer.Blank experiments
involving the addition of the bottom phase without the dye were also performed, and
they did not present a significant thermal effect. All experiments were conducted at
(25.000 £ 0.001) °C.

The transfer enthalpy change in SCC was obtained from equation 3:
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6 .
A HO o = Xi-1dscci 3)

Nscc

whereyscc i is the energy absorbed or released in the sample cell at the ith injection of
the dye solution, anag.. is the amount of SCC transferred from the bottom to top
phaseThe subscript “ITC” refers to the A,,-H° values determined by ITC.

The van’t Hoff approach was used to determine the transfer enthalpy change in
SCC in the PEO10000/MaO,/H,O ATPS. The dependence of In K apiTwas fitted

by a polynomial curve, as described on equation 4:

mk=a+b(2) +e(2) +a() +- @)

whereT is the absolute temperature,anb@... are constants. Then, thg H® values

were calculated by applying the ntinear van’t Hoff equation:

AyHSy = —R [b +2c (%) +3d (%)Zl + - (5)

wherehe subscript “VH” refers to A,-H° values determinedby than’t Hoff approach.

2.3.3. Transfer entropy change
After calculating\;,-G° and A,.H° , the SCC transfer entropy changes in the
studied ATPS were determined using the following classic thermodynamics relation:

AyG® = AyH? —TA,S° (6)
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3. Results and discussions
3.1. Partition study of SCC in ATPS

All of the ATPSs evaluated here were previously reported, and their phase
diagrams can be found in the literature. Regarding the ATPSs formed by
macromolecules (polymer or copolymer), salt, and water, after mixing the three
compounds under specific thermodynamic conditions, the systems spontaneously
separate into two isotropic phases. Both phases have water as theirprimary component.
However, whereas the bottom phase is rich in salt, the top phase is rich in the
macromolecule, indicating the mutual exclusion between the salt and the
macromolecule, and their high affinity for water, according to the model proposed by da
Silva and Loh [28]. This distinct property of ATPSs makes them an alternative for the
extraction and purification of SCC.

The preferential partition of a solute to a particular phase of an ATPS results
from (i) the energetic balance of enthalpic intermolecular interactions between the
solute and the different components present in each phase and (ii) the entropic change
promoted by the solute partitioning process. Both enthalpic and entropic contributions
depend on the thermodynamic parameter called the tie-line length (TLL), which can be

calculatedwith equation 7:

TLL = \/(cg; _CBY2 4 (CT — CBY? )

where(C,, andCs are the macromolecule and salt concentrations, as percentages (m/m),
respectively, and the T and B superscripts refer to the top and bottom phases,

respectively.
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Fig. 2 shows the SCC partition coefficieR) @s a function of the tie-line length
(TLL) in an ATPS formed by PEO10000 and lithium sulfate, at 288.2

The K values increase linearly as TLL increas&s={ —422.2 + 20.9(TLL);
R =0.986) in the TLL range evaluated. In addition, the SCC dye concentrates

preferentially in the macromolecule-rich phase, vithttaining values of 10 a 350.

400 4

300+

v 200+

1004

TLL / % (m/m)

Fig. 2. Partition coefficient k) of SCC versus tie-line length (TLL) for ATPS formed

by PEO10000 + lithium sulfate + water, at 298.2 K and pH = 13.00.

The extraction of some dyes in ATPSs formed mainly by PEO macromolecules
and different inorganic salts @SSOy, NaSQ4, MgSQy, (NH4)2SOy, NaHP Oy, KH,POy,
K3PQy) has been reported. For example, for betalains [18K tredues range from 2.07
to 8.94, showing the moderate efficiency of the ATPS for the purification of this natural
dye. On the other hand, for carmine [19] and norbixin [20], the ATPSs show great
purification efficiencies, witlK values ranging from 10 to 300 for carmine and from 15
to 140 for norbixin. Our results compared with those demonstrate that

PEO10000/LiSOy/H,O ATPS is also a strategic system for purifying SCC dye.
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To understand the SCC partitioning behavior in the ATPS, we initially used a
semi-quantitative model derived from the Fldrpggins theory and developed by
Johansson et al. [29]ohansson’s model consists of simple analytical equations that
express the partition coefficient as a contribution of two terms: one enthalpic and the

other entropic. The contribution of entropy to the SCC patrtition is given by equation 8:

M TP BP
InK = SCC<n _z ) ®)

whereMg is the SCC molecular mass:” andn®” are the total numbers of particles
in the top and bottom phases, respectively, which are divided”Byand V5P, the
volumes of the phases, to give the number densities of each phasesadhd total
number density of the system determined as the ratio between the total number of
particles and the total volume of the system.

Equation 8 shows that the K values and consequently the system’s entropy will
be highest when the SCC molecules concentrate in the phase with the highest number
density, i.e., the phase with the largest number of configurations. All of the ATPSs
investigated in this work hada bottom phase number densitythat was higher than the top
phase number density, mainly due to the higherwater content in the electrolyte-rich
phase, as listed in Table 1. Thus, for the ATPSs studied here, the SCC concentrationin
thebottom phase is entropically favorable. However, the SCC partition in
PEO10000/LiSOy/H,O ATPSs (Fig. 2) occurs spontaneously from the bottom to top
phase K> 1), that is, to the phase with the lower number of configurations, leading to a
decrease in the system’s entropy. Thus, the SCC concentration in the macromolecule-

rich phase is driven by an enthalpic factor.
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Table 1.Differences in water concentrations between bottom and top phases of ATPSs

investigated for SCC patrtition, at 298.15 K.

A[HZO] = [HZO] bottomphase™ [HZO]tOp phasg/ % (m/m)
ATPS

TLL 1 TLL 2 TLL 3 TLL 4 TLLS

PEO1500/NgSOy 17.10 16.78 18.58 22.13 23.32
PEO10000/Ng50, 13.35 17.49 21.27 22.42 23.97

PEO35000/Ng50, 13.75 15.77 19.51 20.56 21.62

L64/N&aSO4 27.61 33.80 38.33 39.24 42.44
PPO400N&SOy 24.72 37.34 45.81 52.35 54.14
PEO1500Li ;SO 17.35 19.88 22.42 24.65 27.69

PEO10000Li ;SO 16.69 18.07 18.45 19.18 18.53
PEO35000Li ;SO 23.64 25.60 28.64 30.92 31.85
L64/Li,SO 18.43 26.61 29.71 34.57 -

PEO1500/GH40sN& 13.40 15.19 16.95 18.25 18.54
L64/C4H40sN& 23.30 29.33 31.48 35.95 37.28

PPO400/GH4OsNa, 38.44 42.41 45.98 49.25 51.54

The enthalpic contribution to the SCC partition, in according with Johansson’s

model, is given by equation 9.

[
|l i (¢TP cpBP) Wisce
?

InK = —
(9)
T |
SN (ol of af |
=1 j=i+1 J
(i#5C0) (j=scc)
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where @T"and @?”are the volume fractions of the ATPS-forming compounds (either
water, salt, or polymer) in the top and bottom phases, respectivelywaisdthe

effective pair-wise interchange energy defined as follows:

Wij = Z[ £ ij — (1/2)( 3 ii+ & 1])] (10)

where is the number of nearest neighbors, apds the potential energy of an i-j pair.

According to equation 9, the enthalpic force that drives the SCC partitioningcan

be divided into two contributions. The first is associated with the term

P 1esco( PF° — @) wisce, which represents the difference between the SCC-
ATPS’s components intermolecular interaction energies in the top phase and the SCC-
ATPS’s components intermolecular interaction energies in the bottom phase, for all
components. To decrease the system’s enthalpy, the SCC molecules should concentrate
in the phase enried in component “i,” which interacts more strongly with them
(wiscciS more negative). Because our results showed that the SCC molecules are
concentrated in the macromolecular-rich phase (), the SCC partitioning behavior in
PEO10000/LiSOy/H,O ATPS is attributed to a specific enthalpic interaction between
the SCC and the macromolecule. This specific enthalpic interaction explains the
increase in th€ values when TLL increases (Fig. 2), with a higher TLL value
associated with a higher macromolecule concentration in the top phase, i.e., a higher
concentration of the component that interacts more favorably with the SCC.

In addition, in accordance with Johansson’s model, the SCC partitioning also
depends on the energy needed to create a cavity where the dye will be allocated, and
this energy is different for each phase, as expressed by the double summation in
equation 9. In this one, the te@f_; .0y X 5=iv1(j2c)( @7 @ )w;; is the self-energy of
the phase and expresses the total energy necessary to generate a cavity into which the
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dye fits divided by the number of lattice sites in the phase. This energywill be
higherwith a higher molar volumefor the solute. However, da Silva et al. [30] showed
that the phase self-energy does not contribute to the partitioning behaviors of different
solutes with same molar volume. Consequently, the behavior of the SCC partition can
only be attributed to a specific enthalpic interaction between the SCC and

macromolecule segments.

3.1.1. Effect of ATP S-forming electrolyte on SCC partition

Previous results have demonstrated that the electrolyte nature has a strong effect
on the partitioning of several solutes in ATPSs [21, 27], including natural dyes [19]. In
order to evaluate the cation and anion effect on the SCC partitioning, the dye extraction
behavior was investigated in ATPSs formed by different electrolytes. Fig. 3 shows the
SCC  partitioning in  PEO1500/Ma0O/H,O, PEO1500/LiSO/H,0O, and
PEO1500/GH4OgNay/H,O ATPSS.

In the ATPSs formed by the sulfateanion, fealues are higher for systems
containing the Lication compared with systems containing thé bation. When the
sulfate is changed to the tartrate anion in the systems formed hythéa values
decrease. Additionally, as TLL increases, the SCC partition coefficient increases, except
when TLL increases from 46.36% to 51.67% (m/m) in the system formed,8Qi. i

for which the partition coefficient decreases.
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Fig. 3. Partition coefficientK) of SCC versus tie-line length (TLL) for aqueous ATPSs
formed by PEO1500, salt, and water, at 298.2 K and pH = 13.00. The inset shows the

magnification of the anion effect on tKevalues.

The greater efficiency of the ATPS formed by thé tation at promoting the
solute transfer from the bottom to the top phase was also observed in other studies. For
example, the partition coefficients of the pentacyanonitrosylferrate(ll) anion [27] and
carmine dye [19] in aPEO1500/50,/H,O ATPS were approximately ten times larger
thanK for the same solutes in a PEO15008@/H,0 ATPS. According to da Silva et
al. [28], when PEO and sulfate salts are mixed with water to form an ATPS, cations
interact with the ethylene oxide segments of the polymer, generating a positively
charged macromolecular species called pseudopolycation. Because *“thtiohs
interact more strongly with the PEO compared with" Mations, the Li cations
generate a more positively charged pseudopolycation. Thus, the stronger electrostatic
attraction between the pseudopolycation (concentrated in the top phase) and the

negatively charged dye when the cation isfaivors the SCC transfer to the top phase.
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The K values decrease in a system containing tartrate, which suggests a change
in the balance of enthalpic interactions mainly between the SCC and the components of
the salt-rich phase. The SCC-anion interaction is probably stronger for tartrate
compared with the sulfate anion.

The K decrease when TLL increases (observed at higher TLL) in the system
formed by PEO1500/L8OJ/H,O can be explained by the change in the
entropic/enthalpic balance acting on the partition process of the SCC. When the TLL
increases, the salt and water concentrations in the top phase (Table 1) diminish by a
sufficient amount to cause, on average, a decrease in the positive charge density of the
pseudopolycation, implying a reduction in the intensity of theLEZSCC interactions.

At the same time, according to Johansson’s model, we can expect that the entropic force
that drives the SCC partition to the bottom phase (the phase with the higher number of

particles) increases as a result of the increaggHnO] (Table 1).

3.1.2. Effect of polymer molar mass on SCC partitioning

To verify the contribution of the polymer configurational entropy caused by
different macromolecular sizes on the preferential transfer of SCC in ATPSs, the effect
of the PEO molar mass was investigated. Fig. 4 shows the influence of the PEO molar
mass on the partition coefficient of SCC for systems formed of PESOWA,O with
polymeric molar masses equal to 1500, 10000, and 35000at 298.2 K. The effect of the
polymer molar mass on the SCC partitioning was also evaluated in an ATPS formed by

Li»SOy salt, and similar results were obtained.
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Fig. 4. PEO molar mass effect on partition coefficiekit ¢f SCC versus tie-line length

(TLL) in ATPSs formed by sodium sulfate salt, at 298.and pH = 13.00.

For all the macromolecular sizes, the TLL increase promotes an increas&in the
values. Additionally, the partition coefficient of SCC increases in the following order:
Kpecis00 < Kpec10000 < Kpeg3sooo-

In general, the polymer molar mass increase promotes a decrease in the
preferential transfer of a solute from the bottom phase to the top phase [31, 32] because
the covalent binding of a large number of macromolecular segments decreases the
number of different possible configurations for the macromolecules in the system,
mainly in the macromolecule-rich phase. Thus, there is an entropic loss caused by the
solute concentration in that phase. Despite this unusual behavior, some results in the
literature corroborate our data by showing an increase K tvedues as the
macromolecular size increases [17].

Because Johansson’s model cannot explain the macromolecular size effect on
the SCC partition behavior, thermodynamic parameter measurements are neededfor
better comprehension. The transfer thermodynamic parameters are presented and
discussed in section 3.2.
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3.1.3. Effect of macromolecule hydrophobicity on SCC partition

The specific interaction between the SCC and polymer segments has
contributionsfrom the van der Walls, electrostatic, and hydrophobic interactions. To
determine the hydrophobic contribution to the SCC patrtition, the dye partition behavior
in the PEO1500/N&Oy/H,O ATPS was compared with those in the
PPO400//NgSO/H,O and L64/NgSO/H,O ATPSs. The SCC partitioning in the
systems PEO15086S0O/H,0, PPO400/N&5OJ/H,0O, and L64/NaSO/HO is

shownin Fig. 5.
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6 - —0— L64
-A  PEO150Q
5- A
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TLL / % (m/m)
Fig. 5 Effect of macromolecule hydrophobicity on SCC partition coefficiéft&s

function oftie-line length (TLL) for ATPSs formed by sodium sulfate salt, at 298.15 K

and pH = 13.00.

The K values decrease when the hydrophobicity of the macromolecular-rich
phase increases, i.e.,Kpggisoo > Kiea > Kppgago- 1N addition, in  the
PPO400/NgSOW/H,0 system, SCC concentrates preferentiality in the bottom pKase (

1), showing the strong effect of the macromolecule hydrophobicity on the SCC
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partition.A preferential concentration of SCC in the ATPS bottom phase was also
observed in systems formed by PPO anH/OsN& (data not showed). Finally, in the
ATPS formed by PEO1500, the values increase with the TLL, whereas in systems
formed by L64 and PPO400, tKevalues remain almost constant for all values of TLL.

The hydrophobic effect on the SCC partitioning can be expressed by the
difference in hydrophobicity among the macromolecule-rich phases. The PEO-rich
phase is more hydrophilic than the L64-rich phase, which is less hydrophobic than the
PPGOrich phase. This is attributed to the different compositions of the macromolecules:
PEO is only composed of ethylene oxide uniGH>,CH,O-; EO); PPO consists of
propylene oxide units GH,(CH3)CH,O-; PO); and the L64 triblock copolymer is
composed of 60% (m/m) PO units and 40% (m/m) EO units. The PO segments interact
weakly with water molecules, rendering the macromolecules composed of these units
more hydrophobic than macromolecules formed by EO units, which interact favorably
with water molecules [28]. The presence of both EO and PO units in the L64
macromolecules render them amphiphilic molecules, with the ability to form spherical
micelles with a hydrophobic core (formed by PO blocks) and a hydrophilic corona
(formed by EO blocks) [33],which are able to solubilize hydrophobic solutes in their
hydrophobic core.

The smaller partition coefficients of SCC observed in the ATPS formed by L64
compared with those obtained in the ATPS formed by PEO1500 indicate that the SCC
is not solubilized in the hydrophobic core of the L64 micelles. In the ATPS formed by
PPO, the preferential concentration of SCC in the salt-rich phase shows tha
hydrophobic interactions do not contribute to the SCC partition behavior. All these

results confirm that SCC interacts specifically with the EO units of the macromolecule.

80



3.1.4. Temperature effect on SCC partitioning behavior

To evaluate the ATPS potential for SCC purification/extraction, the effect of
temperature on th& values should also be known. Fig. 6 shows the SCC partition
coefficient versus temperature curves for systems formed by PEO10000 and sodium

sulfate at TLL values equal to 34.82% and 44.01% (m/m).

m 34.82% m/m
141 (}/% —0— 44.01% m/m
12 -
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Fig. 6. SCC partition coefficientK) versus temperature curves at differéietline

lengths of ATPS formed by PEO10000, sodium sulfate, and water, at pH 13.00.

The profile of theK versus temperature curves depends on the TLL values. For a
smaller TLL [34.82% (m/m)], there is very little change inKhalue with temperature.
On the other hand, for a TLL equal to 44.01% (m/m), when the temperature increases
from 298.2 to 303.2 K, th& value increases slightly, reaching a maximum of 14.05. A

further increase in temperature promotes a decrease in the SCC concentration in the top
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phase. From these results, the temperature increase from 298.2 K does not improve the

SCC extraction to the ATPS top phase.

3.2. Transfer thermodynamic parameters of SCC in ATPSs

To enhance the potential application of ATPSs to the extraction and purification
of SCC, we should determine the driving forces governing the SCC transfer from the
bottom phase to the top phase in different systems. For this purpose, the transfer
thermodynamic parameters associated with SCC partitioningwere obtained in the
different ATPSs studied here.

The van’t Hoff approach was used to calculate the enthalpic contribution to SCC
partitioning in the system formed by PEO10000 and sodium sulfate. Fig. 7a presents the
natural logarithm ofK versus the inverse of the absolute temperafuyd) for two
different TLLs of that system. The obtained curves were fitted by a second order
polynomial equation, and tha..Hy, values were determinedusing equation 5 for

different temperatures (Fig. 7b).
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Fig. 7. (@)lnKversus 1/T andb) SCC transfer enthalpy change obtained by van't Hoff

approach 4;,.Hyy) versus T curves for SCC partition at differgigline lengths of
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ATPS formed by PEO10000, sodium sulfate, and wdtee lines are the polynomial
curves fitted to experimental data.

The A, -HYy values decrease linearly with the temperature increase for both
TLLs. In addition, th&,,.Hy, values are higher for the smaller TLL. For the TLL equal
to 34.82% (m/m)A..-Hyy changes from positive to negative when the temperature
increases, buk,, Hyy is always negative for the TLL equal to 44.01% (m/m), indicating
that the temperature affects the delicate balance of interactions among the ATPS-
forming components and the SCC.

Comparingd.,-HYy and the transfer enthalpy change obtained by using ITC
(Aq-Hppc) can provide more complete thermodynamic information about the transfer
process of the SCC dye [34, 35]. Therefore,Ahd1/. values in an ATPS formed by
PEO10000 and sodium sulfate with TLL values of 34.82% and 44.01% (m/m) were
determined using ITC at 298.2 K. For the TLL equal to 34.82% (mMdgpH[. and
A-Hyywere -0.31 and 7.27 kJ mblrespectively. For the TLL equal to 44.01% (m/m),
these values changed to -1.18 and -10.77 k3 mespectively.

The A..Hf;c values were very different from those obtained by the van’t Hoff
approach. Generally, when the values of the transfer enthalpy change obtained directly
by ITC are equal to those obtained by the van’t Hoff approach (A.-Hyy = Ay-Hfre), the
process under investigation occurs between two states only. However, when those
parameters are differemd{ Hy, # Ay-Hprc ), the process is considered to be a multi-
step process [36]. Thus, our results show that the SCC extraction involves other
molecular changes (a multi-step process) such as a macromolecular conformation
change and water and ion transfers between the top and bottom phases.

Because ITC is a powerful technique that makes it possible to directly determine

the energy absorbed or released in a specific thermodynamic process [20, 37, 38],
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theSCCtransfer enthalpy changes were determined for other ATPSs using this
technique. TheA,.Hf. values, as well as thoseApfG° (equation 2) and'A,,.S°
(equation 6), are listedh Table 2. The transfer thermodynamic parameters were
determined for the higher TLL value of some of the ATPSs studied here because under
this thermodynamic condition, the differences between the intensive thermodynamic
properties of the top and bottom phases are intensified. Consequently, the

thermodynamically driven force governing the SCC partitioning behavior can be

highlighted.

Table 2. Transfer thermodynamic parameters of SCC in different ATPSs studied for

higher TLL value.

ATPS TLL (kﬁtﬁwac:rl) éﬁﬁiﬁ% (kTJAr‘;ﬁF)
PEO1500/NsSO;  50.89 -462+010  -214+014  2.48+0.17
PEO1500/LUSO;, 5167 -972+012 -68.93+097  -59.21+0.98

PEO1500/GHONa 5021  -3.23+0.17  38.16+071  41.39+0.72
PEO10000/NGSQ, 4401 -6.43+006  -1.19+0.16  5.25+0.17
PEO10000/SQ,  37.23 -1450+0.00 -3.11+0.07  11.39 +0.01

L64/CHONa 4941  -3.94+004 -1970+031  -15.76 +0.31
PPO40ONGSQ,  77.72 1314029  -40.55+0.81  -41.86 +0.3
PPO400/GHONa 7491  1.53+1.38  -77.57+052  -79.10 +1.47

The SCC transfer thermodynamic parametés@®, A,-Hpre, and TA..S°)

greatly depend on the ATPS-forming components. For the systems formed by PEO and
L64, theA,,.G° values are negative, which show that in the thermodynamic equilibrium,

the SCC dye concentrates preferentially in the top phase. However, in the ATPSs
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formed by PPO, thaA..G° values are positive and the SCC dye concentrates
preferentially in the bottom phase.

TheA.,-Hf. values are negative for all systems, except that formed by PEO1500
and GH4O¢N&. To understand this result, we should recognize Mahi7. is the

contribution of different independent terms, as shown in equation 11:

AyHire = AHgee—w + AHy_yw + AHgec_s + AHS_y, + AHgec_y + AHy g (11)

whereAH;”; is the entalpy change associated with the formation or disruption of the i-j
interaction when the SCC dye moves from the bottom to top phase, and i and j can be
water (W), salt (S), a macromolecule (M), or dye (SCC).

Whereas water is the most abundant component in both ATPS phases,
theAHJ.._,, term in equation 11 contributeslittle 9, H/.. Additionally, because of
the salt-macromolecule exclusion process, the main difference between the phase
compositions is due to the salt and macromolecule, whichare enriched in the top and
bottom phases, respectively. Consequently,AHg_¢ term can be disregardedin that
equation. SincAH.._s andAHy,_,, are positive(the absorbed energies to break the
SCC-salt and macromolecule-water interactions in the top and bottom phases,
respectively) and\H¢S_,,, and AHS._,, are negative (the released energy to form the
water-salt interaction in thebottom phase and the SCC-macromolecule in the top phase),
Ay -Hipcwill be negative if |AHSqc_y + AH /| > AHSc_g + AHp_y,. Otherwise,
A.-Hpy e will be positive.

Regarding theA,,.S° values, in the PEO1500/p&0,, PEO1500/¢H,OsNay,
PEO10000/Nz50,, and PEO10000/k5O:ATPSS, the dye partitioning from the bottom

phase to top phase occurs with an increase in entropy, in disagreement with Johansson’s
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model conclusion. On the other hand, when the ATPSs arePEOLSIyLi
L64/CsH4OsNae, PPO400/GH,OsNa, and PPO400/N&8Os, the A..S° values are
negative.

Johansson’s model predicts that the SCC transfer to the macromolecule-rich
phase occurs, decreasing the system’s entropy, mainly due to a smaller number of water
molecules in this phase compared with that in the bottom phase. Thus, to explain the
entropic increase promoted by the SCC partitioning, we can consider the hypothesis that
the dye transfer from the bottom phase to top phase (promoting an entropy decrease)
occurs simultaneously with the transfer of other chemical species (specially water) from
the top phase to bottom phase (promoting an entropy increase). Thap,Shealues
are the contribution of two simultaneous molecular transfer processes between the top

and bottom phases, as expressed in equation 12.

AtrSO = AtrS.gCC + Atrsio (12)

3T
1

where refers to all the components of the ATPS, except the SCC, transferred from
the top phase to the bottom phase when the dye partition occurs.

Consequently, positiveA,,.S° values result from a larger contribution of
theA,,.S7 term in relation to the\,,.Sg. term. In contrast, when the transfer of other
chemical species from the top phase to the bottom phase is laly, Sheterm
contributes little, and,-S° is negative.

In the ATPSs containing PEO1500, the exchange of sodium by lithium cations
makesA;,.-S° change from positive to negative. NeverthelessAth6° values become

more negative as result of an increase in the enthalpic contribution to the dye transfer

process to the top phask,(H/.is more negative). The SCC-pseudopolycation specific
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enthalpic interaction is more favorable in the ATPS formed bycompared with that
formed by N& Thus, the\, H%. value associated with the SCC transfer to the top
phase in the system formed by i$ more negative because the process related with the
AHZ-_) term in equation 11 is more exothermic. Concerning the entropic contribution
to the SCC partition, the change in thesigmgiS® when lithium is replaced by the
sodium cation results mainly from higher values4pifi,O] for the PEO1500/LEO,
ATPS compared to PEO1500A%0, (Table 1), making the tery,,.Sé-. in equation

12 more negative for the first system, which also caysg%to become negative.

When sulfate is replaced by the tartrate anion in the system formed by PEO1500
and N3, A..G° becomes less negative, with.S° becoming more positive anig, HS.
changing from negative to positive. The SCC-tartrate interaction should be stronger
than the SCC-sulfate interaction due to the hydrogen bonds that occur in the first system
because of the hydroxyl groups present in the tartrate structure. Thaglgheg term
in equation 11 increases when sulfate is replaced by tartrate, makifig_s +
AHy_yw > |AHScc—y + AHS_/|. ThereforeA.,.Hfy. changes from positive to negative.
The more positivé\;,-S° in the PEO1500/H,0sNa, ATPS is again related to the term
A.-S$cc In equation 12, which is less negative in the ATPS formed by tartrate because
A[H20] is smaller for PEO15004E,0sN& than for PEO1500/N&O, (Table 1).

In the systems formed by sodium tartrate, the increasein the hydrophobicity of
the top phase makes,.S° change from positive (in the system formed by PEO1500) to
negative (in the system formed by L64 and PPO400). At the same time, the SCC
transfer process changes from endothermi¢H, =+38.16 kJ mot for PEO1500)
toexothermicf, H%. =-19.70 kI mot and A, H%. =-77.57 ki mot for L64 and
PPO400, respectively). This change in the enthalpic/entropic balance associated with

the SCC partition caused by the hydrophobicity increase in the ATPS top phase
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suggests that the energy involved in the desolvation of the macromolecules containing
hydrophobic PO segments is smaller than that for the macromolecules containing only
hydrophilic EO segments. The difference in that energy results in more pasitjyg,,
values (equation 11) when the macromolecule is PEQ®H§.._ + AHp_y >
|AHScc_m + AHS_ | In contrast, when the macromolecule is PPO400 or L64, the
magnitude of th&Hy,_,, term decreases, and thg Hy. values become negative.

When PEO1500 is exchanged by PEO10000, the SCC partition to the ATPS’ top
phase becomes more favorable,(° changes from -4.62 to -6.43 kJ moah the
ATPS formed by Ng8O, and from -9.72 to -14.50 kJ mbin the ATPS formed by
Li,SOy), with a decrease in the transfer enthalpy chamdgeHf,. changes from -
2.14 k3 mol to -1.19 kJ mot in the ATPS formed by N8O, and from -68.93 to -
3.11 kJ mot in the ATPS formed by L80,), which is compensated by an increase in
the A;,-S° values. This result shows that the SCC concentration increase in the ATPS’
top phase promoted by the macromolecular size increase is governed by entropy. To
explain the increase in entropy when PEO1500 is replacedby PEO10000, we can
consider that the number of water molecules released from the solvation shell of the
interacting molecules (SCC and the macromolecule) and pushed from the top to bottom
phase remains unchanged for both PEO1500 and PEO10000. Thus, the water molecules
transferred to the salt-rich phase increase the bottom phase configurational entropy by
the same extent but decreases the top phase configurational entropy distinctly for
systems formed by macromolecules with different sizes. Since the entropy decrease in
the top phase is higher for systems formed by macromolecules with small sizes, the

A.-S? term in equation 12 is less positive for the system formed by PEO1500.
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4. Conclusions

This study demonstrated that agueous two-phase systems formed by polymers
and salts present great potential for the development of an efficient methodology for
SCC extraction. The partition coefficient attained values up to 347 in the system formed
by PEO10000/1iSOy/H20. Using ITC and the partition data, a detailed thermodynamic
study showed that the driving force governing the SCC transfer depends on the molar
mass and hydrophobicity of the macromolecule, as well as thenature of the salt. A
transfer entropy change in SCC resulted from a change in the configurational entropy of
the top and bottom phases due to the transfer of the SCC occurring simultaneously with
the transfer of the system’s components (ions, macromolecule, and/or water). The
thermodynamic comprehension of the SCC partitioning in ATPSs improves the
theoretical basis for applications of these systems in the extraction/purification of other

dyes.
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