oD
e

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA - UESB
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUCAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

OBTENCAO DE DADOS DE EQUILIBRIO DE SISTEMAS AQUOSOS
FORMADOS POR PEG, SULFATO E AGUA E PARTICAO DE ANTOCIANINA
DO JAMELAO

ADA AZEVEDO BARBOSA

2013



ADA AZEVEDO BARBOSA

OBTENCAO DE DADOS DE EQUILIBRIO DE SISTEMAS AQUOSOS
FORMADOS POR PEG, SULFATO E AGUA E PARTICAO DE ANTOCIANINA
DO JAMELAO

Dissertacdo apresentada a Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB), como parte integrante
das exigéncias do programa de P6s-Graduacdo em
Engenharia de alimentos, &rea de concentracdo em
Engenharia de Processos de alimentos, para
obtencdo do titulo de Mestre.

Orientadora:

Profé. DSc. Renata Cristina Ferreira Bonomo
Co-Orientadores:

Prof2. DSc. Cristiane Martins Veloso
Prof°.DSc. Luis Antonio Minim

ITAPETINGA - BAHIA
BRASIL
2013



634.7
B1950

Barbosa, Ada Azevedo.

Obtencdo de dados de equilibrio de sistemas aquosos
formados por PEG, sulfato e dgua e particdo de antocianina do
jameldo. / Ada Azevedo Barbosa. - Itapetinga: UESB, 2013.

74f.

Dissertacdo de mestrado do Programa de Po6s-Graduagdo em
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia — UESB — Campus de Itapetinga. Sob a orientacdo da Profa.
D.Sc. Renata Cristina Ferreira Bonomo e co-orientacdo da Profa.
D.Sc. Cristiane Martins Veloso e Prof. D.Sc. Luis Antonio Minim.

1. Sistemas aquosos bifasicos (SAB) — Diagramas de fases. 2.
Jameldo (fruta) - Particdo de antocianina. 3. Sistemas aquosos
bifasicos (SAB) — Propriedades fisicas - Temperatura. l.
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia. Programa de Pds-
Graduacdo em Engenharia de Alimentos. Il. Bonomo, Renata
Cristina Ferreira. |lll. Veloso, Cristiane Martins. V. Minim, Luis
Antonio. V. Titulo.

CDD(21): 634.7

N

Catalogacdo na fonte:
Adalice Gustavo da Silva — CRB/5-535

Bibliotecaria — UESB — Campus de Itapetinga-BA

indice Sistemético para Desdobramento por Assunto:

Sistemas aquosos bifdsicos (SAB) — Diagramas de fases
Jamel3o (fruta) - Particdo de antocianina

Sistemas aquosos bifdsicos (SAB) — Propriedades fisicas -
Temperatura




&
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA — UESB @
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS :

Area de Concentragzo: Engenharia de Processos de Alimentos

Campus de Itapetinga-BA

DECLARACAO DE APROVAGAO

Titulo: “OBTENCAO DE DADOS DE EQUILi’BRIO DE SISTEMAS AQUOSOS
FORMADOS POR PEG, SULFATO E AGUA E PARTICIPACAO DE
ANTOCIANINA DO JAMELAO.”

Autor: ADA AZEVEDO BARBOSA

Orientadora: Prof. Renata Cristina Ferreira Bonomo, DSc., UESB

Aprovada como parte das exigéncias para obtengao do Titulo de MESTRE EM
ENGENHARIA DE ALIMENTOS, AREA DE CONCENTRAGAO: ENGENHARIA
DE PROCESSOS DE ALIMENTOS, pela Banca Examinadora.

-
Profe. I;ena;a ;Mﬁém, DSc., UESB
)
|

Silva, DSc., UESB

Prof. Marcelo Franco, DSE., UESC

Data da Realizagao: 22 de Fevereiro de 2013.

Praga Primavera, N° 40, Bairro Primavera — Telefone: (77) 3261-8629 - Fax: (77) 3261-8701
Itapetinga — BA CEP: 45.700-000 — e-mail: ppgeal.uesb@yahoo.com.br



AGRADECIMENTOS

A Deus;

A0s meus pais, irmdo e a Maycon Fagundes, pelo apoio e carinho dedicado em todos
0s momentos de minha vida;

A Professora Renata Bonomo, pela orientaco, ensinamentos e pela paciéncia durante o
desenvolvimento deste trabalho;

As professoras Cristiane Martins Veloso, pela co-orientagao

Aos professores do Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia de Alimentos da
UESB, pelos ensinamentos dedicados durante esse curso

Aos amigos e colegas discentes do Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia de
Alimentos da UESB, em especial, a Renata Santana, William Soares, Carol, Mariana
Caldeira, Washington Maciel,

Aos pesquisadores do Laboratério de Engenharia de Processos (LEP), pela amizade e
conhecimento: Juliana Gomes, Lais Alves, Lucas Farias, Neura Mendes, Rafael
Veneno, Silvana Bicalho, Washington Maciel, Gabriel Ramos, Melquesedeck Oliveira,
Taline Amorim, Olga, Marina, Cristina Xavier, Vanessa Sampaio, Evaldo;

Em especial ao grupo de sistemas aquosos bifasicos- LEP, que tornou o melhor lugar

do mundo melhor ainda: Juliana Gomes, Lucas Farias, Daniel;

A Marjorei Castro, amiga, por ter dividido ao longo deste mestrado as conquistas, as
responsabilidades; as alegrias; as pouquissimas tristezas;

A minha querida e doce familia de Itapetinga: Marjorei Castro, Juliana Gomes;

Aos meus eternos amigos/ familia: Daniela Souza; Elaine Felicio; Bruno Veiga



RESUMO

BARBOSA, A.A. obtengdo de dados de equilibrio de sistemas aquosos formados por
PEG, sulfato e agua e particdo de antocianina do Jameldo. Itapetinga — BA: UESB,
2013.74p. (Dissertagdo— Mestrado em Engenharia de Alimentos - Engenharia de
Processos de Alimentos)

Neste estudo, foram determinados 16 diagramas de fases, com cinco linhas de
amarracdo em cada diagrama, para sistemas aquosos bifasicos (SAB) compostos por
polimero de polietileno glicol (PEG), sal inorganico e agua.Os dados de equilibrio
foram formados para os sistemas PEG 1500+ sulfato de sodio + &gua; PEG 2000 +
sulfato de sddio + agua; PEG 4000 + sulfato de Sédio + agua; PEG 6000 + sulfato de
sodio + agua nas temperaturas 20, 30, 40 e 50 °C, em pH 2. N&do houve efeito
significativo da temperatura sobre a regido bifasica, o que indica pequena contribuicdo
entalpica no processo de separacdo de fases. Entretanto o efeito da temperatura promove
0 aumento da inclinacdo da linha de amarracdo, em razéo da transferéncia de moléculas
de agua da fase superior para a inferior. Com relacdo ao efeito da massa molar do
polimero, observou-se que o aumento da massa molar leva a um aumento da regido
bifasica do diagrama de fases. Na determinacdo das propriedades fisicas dos sistemas
estudados, pOde-se observar que 0 aumento da concentracdo aumentava a viscosidade e
o indice de refracdo; ja em relacdo a temperatura, diminuia a viscosidade, indice de
refracdo e densidade. Os coeficientes de particdo da antocianina foram investigados em
funcdo da massa molar do polimero e o comprimento da linha de amarracdo. A particdo
foi feita com os seguintes sistemas: PEG 1500+ sulfato de sodio+agua, PEG 2000+
sulfato de sddio+agua, PEG4000+ sulfato de sdédio+agua, PEG 6000+ sulfato de
sodio+agua na temperatura de 20 °C e 40 °C. Nos sistemas que ficaram na temperatura
de 20 °C, pdde-se verificar que o aumento da massa molar do polimero promoveu o
decréscimo do coeficiente de particio da antocianina. Entretanto, a antocianina
submetida aos sistemas com temperatura de 40 °C teve uma degradacdo apresentando
uma coloracdo amarelada.

Palavras-chave: Binodais, pH, temperatura, diagrama de fase, particao

*Qrientadora: DSc. UESB. Renata Cristina Ferreira Bonomo; Co-orientadores: DSc. UESB.
Cristiane Martins Veloso; DSc. UFV, Luis Antonio Minim



ABSTRACT

BARBOSA, A. A. data acquisition balance consisting of aqueous systems PEG, sodium
sulfate and water partition Jameldo anthocyanin. Itapetinga - BA: UESB, 2013.74p.
(Dissertation - Master in Food Engineering - Food Process Engineering)

In this study, 16 were determined phase diagram with five mooring lines in each
diagram to aqueous two phase systems (ABS) polymer composed of polyethylene
glycol (PEG), inorganic salt and water views equilibrium data were formed to systems
formed by PEG 1500 + water + sodium sulphate, PEG 2000 + water + sodium sulphate,
PEG 4000 Sodium Sulphate + water +; + PEG 6000 + sodium sulfate water at 20, 30,
40 and 50 ° C in pH 2. No significant effect of temperature on the two-phase region,
indicating small enthalpic contribution in the process of phase separation. However, the
effect of temperature promotes the increased slope of the mooring line due to the
transfer of water molecules from the upper layer to the lower. With respect to the effect
of polymer molecular weight, it was observed that the increase of the molecular weight
leads to an increase of the biphasic region of the phase diagram. In determining the
physical properties of the systems studied, one could observe that increasing the
concentration increased the viscosity and refractive index, whereas at different
temperatures, decreased viscosity, refractive index and density. The partition
coefficients of the anthocyanin were investigated as a function of polymer molecular
weight and the length of the mooring line. The partition was made with the following
systems: PEG 1500 + sodium sulphate + water, PEG 2000 + sodium sulphate + water
PEG4000 + sodium sulphate + water, PEG 6000 + sodium sulphate + water at 20 ° C
and 40 ° C. In systems that were at the temperature of 20 ° C, it was observed that
increasing the molecular weight of the polymer promoted the decrease of the partition
coefficient of anthocyanin. However, the anthocyanin systems subjected to a
temperature of 40 ° C had a degradation presenting a yellowish.

Keywords: binodal, pH, temperature, phase diagram, partition

*Qrientadora: DSc. UESB. Renata Cristina Ferreira Bonomo; Co-orientadores: DSc. UESB.
Cristiane Martins Veloso; DSc. UFV, Luis Antonio Minim.
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INTRODUCAO

As antocianinas sdo pigmentos bastante instaveis, que, apesar de existirem em
varios vegetais e frutas, como uva, jabuticaba, morango, amora, jamelédo, azeitona, figo,
ameixa e outros, poucas frutas e verduras se apresentam como fonte comercial, por isso
a busca de fontes que apresentem baixo custo e formas de estabilizar esse pigmento tem
estimulado estudos nessa area. O jameldo € uma fruta que apresenta um alto teor de
antocianina, tornando-se viavel de extracao.

Existem métodos de extracdo liquido-liquido da antocianina. No entanto, um
problema para a utilizacdo desse pigmento em alimentos ¢é a possibilidade da presenca
de residuo de éter de petroleo, que é utilizado no processo de extragdo e purificacdo com
a finalidade de remover as clorofilas. Esse fato gera a necessidade de buscar novas
tecnologias para 0 processo de separacdo e purificacdo das antocianinas, que, além de
preservarem intactas as suas propriedades, levem a obtencdo de produtos que nao
acarretem problemas a salde humana e sejam economicamente viaveis.

Entre os processos existentes para a separacdo de compostos de origem
bioldgica, vem se destacando uma ramificacdo da extracdo liquido-liquido chamada
extracdo por Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs). Esse processo tem como principio a
utilizacdo de duas fases aquosas imisciveis, que podem ser obtidas pela adi¢cdo de duas
solucdes aquosas de dois polimeros hidréfilos naturais ou sintéticos ou de uma solugéo
polimérica e uma solucdo salina. Portanto, a separacdo e purificacdo das biomoléculas
sdo realizadas em ambiente adequado e em condi¢cdes amenas, ja que as fases de um
SAB sdo compostas, em sua maioria, de agua (70% a 90%), o que favorece seu uso na
extracdo de compostos de origem bioldgica e a sua estabilidade (ALBERTSSON,
1986).

Os dados de equilibrio para os sistemas de polietileno glicol e sulfato de sddio
estdo disponiveis na literatura (ANATHAPADMANABHAN e GODDARD, 1987;
SNYDER et al.,1992; SALABAT, 2001; FERREIRA e TEIXEIRA; 2011; LEMOS et
al., 2011). Como ndo foram encontradas referéncias de estudos sobre sulfato de sddio
nas temperaturas (20, 30, 40, 50)°C no pH 2, é necessario estudar sistemas com pH
baixo na parti¢éo de antocianinas pela estabilidade dessa molécula.



OBJETIVO GERAL

Estudar o comportamento dos sistemas de duas fases constituidos por polimero e
polieletrolito e avaliar as condigdes para sua aplicacdo na extracdo de antocianinas do

jameldo.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obter dados de equilibrio dos sistemas compostos por polietileno glicol e sal no

pH 2.

e Conduzir estudos para determinar as propriedades fisicas de densidade,
viscosidade, indice de refragdo do sistema aquoso bifasico estudado em diversas

concentracdes de polimeros e em uma ampla faixa de temperatura.

e Estudar a partigdo das antocianinas do jamel&o no sistema de duas fases aquosas

constituido por polimero e polieletrélito.



REVISAO DE LITERATURA
Extracédo liquido-liquido

Muitos pares de espécies quimicas, quando misturados numa certa faixa de
composicdes para formar uma Unica fase liquida, podem néo satisfazer o critério de
estabilidade e, consequentemente, se dividirem em duas fases liquidas com
composicoes diferentes. Se as fases estdo em equilibrio termodinamico, o fenémeno é
um exemplo de equilibrio liquido-liquido, que é importante em muitas operagdes
industriais, como a extra¢do com solventes (SMITH, 2000).

A extracdo liquido-liquido se fundamenta na separacdo de componentes de uma
solucdo submetida ao contato direto com um liquido imiscivel ou parcialmente miscivel
(solvente). O contato direto causa uma distribuicdo desigual dos compostos nos dois
liquidos. Consequentemente ocorre um fluxo de massa dos solutos entre as fases
formadas. Quando o equilibrio é atingido, cada uma das fases contera concentracdes
diferentes dos componentes (FOUST et al., 1982).

Portanto, os métodos de extracdo liquido-liquido baseiam-se principalmente em
propriedades de superficie e sdo os mais classicos, talvez, os mais difundidos em
quimica organica nas varias escalas (ALBERTSSON, 1960). Esta operacdo também €
vital na separacéo e purificagdo de biomoléculas, como proteinas, enzimas, vitaminas,
uma vez que elas sdo muito sensiveis as condi¢cbes do meio, principalmente pH e
temperaturas altas (KULA et al., 1982; HATTI-KAUL, 2001).

Uma variante da extracdo liquido-liquido tradicional, compativel com o0s
processos de biosseparacdes, € a particdo em SAB, a qual vem sendo usada com sucesso
no isolamento de proteinas e de outros biocompostos. Uma das principais vantagens do
SAB € o ambiente aquoso, que oferece condicBes adequadas a distribuicdo das
biomoléculas, tais como as proteinas, nas fases, sem que ocorram mudancas na sua
conformacdo e consequente perda de atividade bioldgica (COIMBRA e TEIXEIRA,
2009).

Sistemas aquosos bifasicos

O Sistema Aquoso Bifasico (SAB) foi descoberto, em 1896, por Beijerinck, que,
ao misturar solucGes aquosas de amido e gelatina ou &gar-agar e gelatina, percebeu que

0 sistema resultante apresentava uma turbidez caracteristica e que, a0 permanecer em



repouso, separava-se em duas fases espontaneamente. Além disso, constatou que a fase
superior era rica em gelatina, e a fase inferior, em agar (ou amido). Posteriormente,
estudos realizados por Ostwald e Hertel (1929) constataram que amidos de diferentes
fontes geravam diagramas de fases distintas. Esta descoberta permitiu concluir que
pequenas variacdes nas interacdes moleculares tém influéncia sobre as composi¢des das
fases em equilibrio. Em 1947, Dobry e Boyer-Kawenoki concluiram que o processo de
separacgdo de fases poderia ser obtido pela combinacao de varios tipos de polimeros.

Em 1956, Albertsson estudou um processo de separacao/purificacdo de materiais
de origem biologica usando SABs compostos por solucbes aquosas de polietileno glicol
e dextrana. Desde entdo, as pesquisas nesta &rea tém-se aprofundado, tornando a
utilizacdo dos SABs uma ferramenta na particdo e concentracdo de diversos tipos de
solutos, como organelas celulares (BANIK et al., 2003; SANTESSON et al., 2004),
proteinas (HAGHTALAB et al., 2003), DNA (EVERBERG et al., 2006),
nanoparticulas( ALEJANDO et al., 2007), ions (DA SILVA et al., 2006; DA SILVA et
al., 2008; RODRIGUES et al., 2008) e corantes (AKAMA et al., 1999; MAGESTE et
al., 2009).

Em um sistema aquoso bifasico, quando as espécies quimicas (polieletrolitos,
polimeros, liquidos idnicos, entre outras) sdo misturadas em determinadas composic¢des
e tempertura dividem-se em duas fases de composicdes diferentes, que se encontram em
equilibrio termodinamico. As fases apresentam propriedades termodindmicas intensivas,
como indice de refracdo, composicdo e densidade. Mas quando as duas fases do SAB
estdo em equilibrio, nenhuma propriedade termodindmica varia em uma dimensdo
temporal, ou, ainda, ndo existe troca resultante de matéria e energia entre as fases. Essas
fases sdo separadas por uma interface, que é a regido onde as propriedades
termodinamicas intensivas de cada fase transitam para valores diferentes, sempre
tendendo ao valor daquela propriedade no seio da outra fase em equilibrio
(CARVALHO et al., 2007).

Um dos fatores que conferem a utilizacdo do SAB na parti¢do de biomoléculas é
a baixa tensdo interfacial, quando comparada aquela extistente entre uma fase aquosa e
outra ndo aquosa. Isto ocorre por ser a dgua 0 componente majoritario do sistema
aquoso bifasico. A agua se encontra presente em maior quantidade nas trés regides do
SAB (fase superior, fase inferior, interface). Sendo assim, a composi¢cdo das fases €
muito parecida; ha uma pequena diferenca entre a energia livre de Gibbs e, portanto, um

pequeno valor de tensdo interfacial.



Os SABs podem ser obtidos pela combinacdo de dois polimeros hidrossoluveis,
que apresentam estruturas quimicamente diferentes, ou pela mistura de um polimero e
um sal (organico ou inorgéanico) e, mais recentemente, pela mistura de liquidos idnicos e
sais inorganicos. Alguns exemplos de SABs estdo listados na Tabela 1.

Para que haja a separacdo de fases entre duas solugdes aquosas de polimeros, é
necessario que a energia de Gibbs do sistema seja minimizada, e isso ocorre quando 0s
polimeros estdo em fases distintas. Neste caso, a interacdo das moléculas dos dois
polimeros distintos é de carater repulsivo, ocasionando um estado energeticamente
favoravel quando ocorre a separacao das fases (ALBERTSSON, 1960).

Em relacdo a formacédo de duas fases em sistemas constituidos por polimeros, sal
e agua, isso se deve também a agregacdo dos ions do sal de forma a liberar as moléculas
de agua das camadas de solvatacdo e aumentar a entropia do sistema (MACHADO,
1999).

Todos os tipos de SABs podem ser empregados na separacdo de biomoéleculas,
todavia, para uso em escala industrial, a dextrana apresenta um custo elevado. Os
sistemas PEG/sais apresentam vantagens em relacdo aos sistemas compostos por
polimeros-polimeros-agua pelo custo reduzido, menor tempo de separacdo de fases e
propriedades fisicas favoraveis a operagdo em larga escala, como elevada seletividade e
diferencas de densidade, viscosidade entre as fases adequadas para o trabalho com
equipamentos de extracBes disponiveis no mercado. Assim, os sistemas PEG e sal tém
sido usados para a extracdo, uma vez que podem ser formados a temperatura ambiente,
sendo a fase superios rica em PEG, e a fase inferior, rica em sal. A separacdo das fases é
atingida mais rapidamente em virtude da menor densidade da fase salina em relagdo a
fase polimérica, o que facilita o uso de sistemas polimeros-sal em aplicacdes industriais
(SALABAT, 2001; HUSTED et al., 1985). Entretanto, para aplicar os sistemas aquosos
bifasicos ao estudo de particio de biomoléculas é importante que se conheca
previamente seus diagramas de fases. Esses diagramas representam graficamente a

composicao na qual se formam duas fases liquidas em equilibrio termodinamico.



Tabela 1: Exemplos de sistemas aquosos bifasicos.

Polimero* Polimero®
Polipropileno Glicol Polietileno Glicol (PEG)
Dextrana (Dx)

Polivinil alcool (PVA)
Maltodextrina (MD)
Polietileno glicol Dextrana (Dx)
Polivinil alcool (PVA)
Maltodextrina (MD)

Hidroxipropil-amido (HPS)

Polimero® Componente de baixa massa molar’

Polietileno Glicol e copolimeros (NH4)2S04, NH,CO,NHy,

Na,HPOy,, KzCOg, Na,SOy, LISO4, FeSO,4

Polietileno Glicol Glicose , maltose
Liquido idnico Eletrdlito”
Methylimidazolium chloride K3PO4

Ethyl imidazolium chloride

Fonte: ZASLAVSKY, 1995%: Louros, 2009 >

Diagrama de fase

Os diagramas de fases ou diagrama de equilibrio é uma representacdo gréfica
das composicdes de cada uma das fases do SAB, podendo ser de forma triangular ou
retangular. A Figura 1 apresenta a forma retangular de um sistema aquoso bifasico

formado por um polimero e um sal inorganico.
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Figura 1: Representacdo esquematica de um diagrama de fase retangular.

Fonte: Brito; 2007.

Os diagramas de fase podem ser expressos por diversas unidades, porém é
comum expressa-los em percentuais massicos (% m/m). Os eixos cartesianos denotam
as composicdes de polimero e sal. Convencionalmente, para SAB formado por
polimero+sal+agua, o eixo das abscissas refere-se a concentracdo de sal, e 0 eixo das
coordenadas, a concentracdo de polimero.

Neste diagrama, encontram-se informac6es fundamentais para o entendimento e
a aplicacdo do SAB, tais como as composi¢bes globais (A), as composicdes da fase
superior e inferior. A linha binodal (LB) corresponde as minimas composicdes de
equilibrio, nas quais o sistema se apresenta com duas fases, e sua posi¢cdo no diagrama
pode variar com a hidrofilicidade/hidrofobicidade, a massa molar média do polimero, a
natureza quimica do sal, a temperatura, a pressdo e o pH do meio (MARTINS et al.,
2009). Existem distintos métodos para a obtencdo da linha binodal, entretanto o mais
utilizado envolve titulacdo turbidimétrica e analise das composi¢des das fases
(ZASLAVSKY, 1995).



Na Figura 1, o diagrama pode ser dividido basicamente em duas regides: na
regido situada acima da linha binodal, ocorre a formagdo de duas fases; e abaixo dessa
linha, o sistema se mantém homogéneo (BRITO, 2007). A binodal determina os pontos
de méaxima composicdo em que um sistema permanece unifasico e representa a
composicao das fases superiores e inferiores de uma determinada Linha de Amarragéo
(LA). A linha de amarracao é uma reta que liga pontos no diagrama, que representam a
composic¢do das duas fases em equilibrio termodinadmico, e é limitada pelo ponto Fs, que
expressa a composicao da Fase Superior, e pelo ponto Fl, que representa a composi¢do
da Fase Inferior. Quaisquer pontos que pertencam a regiao bifésica e estejam na mesma
linha de amarracdo terdo as mesmas propriedades termodindmicas intensivas
(densidade, volume molar, entalpia molar etc.), porém sendo distintas as varidveis
termodinamicas extensivas (massa, volume etc.). O mesmo raciocinio aplica-se para as
fases inferiores formadas por composi¢cdes globais localizadas sobre a mesma linha de
amarragdo (ZASLAVSKY, 1995; DA SILVA E LOH, 2006).

O Comprimento da Linha de Amarragdo (CLA) é um parédmetro termodinamico
que é utilizado para medir as propriedades intensivas entre as fases. Quanto maior o
valor do CLA, maior sera a diferenca entre as propriedades termodinamicas intensivas
das fases e maior serd a eficiéncia na extracdo e/ou particdo de soluto de interesse no
SAB (SANTOS, 2012). O valor do CLA pode ser calculado em funcéo das diferencas

de concentracdes dos componentes nas fases, conforme Equacéo (1):

CLA = [(Cps - CPI)Z + (Css - Csi)z]o's (l)

em que Cys e Cp sd0 as concentragbes de polimeros na fase superior e inferior,
respectivamente, enquanto Cs e Cgi sdo as concentracGes do sal na fase superior e
inferior, respectivamente. A medida que o valor do CLA aumenta, torna-se maior a
diferenca de composicgdes entre as fases.

A Inclinagdo da Linha de Amarracdo (ILA) é uma caracteristica importante em
um diagrama de equilibrio, pois € uma medida de como a composicéo das fases pode
variar com a alteracdo de uma propriedade fisico-quimica, como a temperatura e a

massa molar, por exemplo. O valor da inclinacdo pode ser calculado pela Equacéo 2,



ILA = (Cps — Cp1)/(Css — Cy) (2)

em que Cy e Cp sdo as concentragdes de polimeros na fase superior e inferior,
respectivamente, enquanto Cs e Csi sdo as concentracGes do sal na fase superior e
inferior, respectivamente. Este parametro apresenta-se atualmente como uma
caracteristica importante dos diagramas de fases uma vez que o seu valor é geralmente
constante, quando esta presente um SAB de polimeros (ALBERTSSON, 1986).

O Ponto Critico (PC) é outra relacdo no diagrama de fases. Este ponto é aquele
no qual as propriedades fisico-quimicas, composi¢do e volume, entre outras, das duas
fases sdo teoricamente iguais (ALBERTSSON, 1960; DA SILVA et al., 2006). Quanto
mais a composicao do sistema se aproxima do ponto critico, menor é a diferenca entre
as fases, ou seja, no ponto critico as composi¢cGes e os volumes entre as fases
teoricamente sdo iguais. No entanto, nas proximidades do ponto critico, pequenas
alteracdes na composicdo dos sistemas provocam drasticas mudancas, levando o sistema
de uma para duas fases, e vice-versa (ALBERTSSON, 1986).

Componentes do sistema
Polietileno glicol (PEG) e sal

O polimero denominado polietileno glicol (PEG) ou poli(6xido) de etileno
(PEO), HO-(CH2-CH2-0),-H, Figura 2, € um polimero sintético, hidrofilico, nao
ibnico, que constitui a base para as industrias de plasticos, embalagens, fibras, adesivos,
tintas e esmaltes (MURRELL e JENKINS, 1994). Esse polimero é obtido pela
polimerizacdo do 6xido de etileno (EO) por meio de indicadores basicos, acidos ou de
metais (Li, Na, Mg) (BAILEY et al. 1991). O PEG esta disponivel no mercado em
diversas massas molares que podem ultrapassar 1x10° g/mol.

. " H,C—CH,—O—CH,-CH,—0
e o

HoC—CH,—0—CH,—CH,

HyC—CH,—0—CH,—CH,

Figura 2: Representacdo plana parcial da molécula de PEG com os sitios disponiveis

para as interagcdes com os demais componentes do sistema.



O polietileno glicol é mais utilizado para separacdo de biomoléculas e ions
metalicos, pois tem baixo custo em relagdo aos outros polimeros e é atoxico, mantendo-
se dentro dos principios da quimica verde (MARTINS et al.,, 2008). O PEG foi
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), sendo considerado ndo antigénico
nem imunogénico. Estas caracteristicas tém permitido a larga utilizacdo de PEG e seus
derivados em cosméticos, sabdes e medicamentos. E importante destacar que, na
indUstria de alimentos, é regulamentada a sua utilizagdo como veiculo em adocantes de
mesa e em suplementos vitaminicos ou minerais (BRASIL, 2005). Pode ser empregado
na separacdo de macromoléculas bioldgicas por meio da extracdo liquido-liquido e da
precipitacdo. Pode ser considerado o melhor agente precipitante na producéo de cristais
de proteinas, etapa decisiva na determinacdo da sua estrutura molecular
(ANNUNZIATA et al., 2002).

A maioria dos polimeros sintéticos € composta por moléculas que contém
centenas ou milhares de grupos de &tomos interligados chamados unidades. A
macromolécula de PEG é formada por apenas um tipo de unidade repetida e, por isso, €
chamada homopolimero; quando é formada por mais de um tipo de unidade repetida €
chamada copolimero (MURRELL e JENKINS, 1994). Em seu estado cristalino, a
cadeia de polietileno glicol apresenta conformacéo helicoidal contendo sete unidades
quimicas (-CH2CH2-0-) e duas rotagdes em torno da cadeia a cada 19,3 A (URBAN,
1993).

O sulfato de sodio (Na,SO,) € um sal branco, cristalino, com solubilidade em
agua de 16,86 g/100 mL a 18 °C. Apresenta pH entre 5,2 e 9,2 a 20 °C quando em
solucdo de 50 g/L de sulfato de sddio em &gua (MERCK, 2004). Tem larga aplicacdo

industrial, em particular nas inddstrias téxtil, de papel, detergente e vidro.
Fatores que influenciam no diagrama de fases

No processo de separacdo de fases dos diagramas em sistemas aquosos bifasicos,
a regido bifasica é fortemente afetada por diversos fatores, como temperatura, massa

molar do polimero, sal formador.
Efeito da temperatura sobre o equilibrio de fases

A literatura reporta que o aumento da temperatura pode provocar o aumento da

regido bifasica em diagramas do tipo polimero + sal (MURUGESAN e
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PERUMALSAMY, 2005; JAYAPAL et al., 2007; AMARESH et al., 2008;
REGUPATHI et al., 2009). A relacdo entre 0 aumento da temperatura e 0 aumento da
regido bifésica esta associada ao fato de que o processo de separacdo é endotérmico.
Entretanto, varios artigos mostram que a temperatura pode ter um efeito tdo pequeno,
que, do ponto de vista estatistico, ndo ha diferenca entre as curvas binodais (MARTINS
et al., 2008).

O efeito da temperatura sobre o equilibrio de fases também ¢ analisado quanto as
propriedades termodindmicas entalpia e entropia (CARVALHO et al., 2007). Para a
analise entalpica desse processo, deve-se inicialmente considerar o efeito da
temperatura na constante de equilibrio (K) da reacdo de formac&o da interacdo sal-PEG
apos a saturagcdo do polimero (Equacdo 3). Segundo DA SILVA e LOH (2000), na
interacdo entre os ions do sal e o polimero, na formagdo do SAB, ocorre a absor¢édo de
energia, ou seja, esta interacdo € endotérmica. Assim, o aumento da temperatura

favorece a formacao dos produtos e aumenta a intensidade da interacéo sal-PEG.

sal + PEG & [sal — PEG] AH >0 (3)
Sendo que:
[sal — PEG]

[sal] X [PEG]

Dessa maneira, a interacdo sal-PEG levaria ao aumento na quantidade de sal a
ser adicionada ao sistema para que ocorresse a formacédo do sistema aquoso bifasico. O
aumento da temperatura leva a diminui¢do da quantidade de sal e consequente aumento
da regido bifésica do diagrama de equilibrio. Assim, deve-se analisar a influéncia da
temperatura quanto a entropia. No momento em que a energia na forma de calor é
fornecida ao sistema e sua temperatura aumenta, a energia interna aumenta, elevando a
energia cinética média das moléculas. Desse modo, as moléculas estdo mais livres para
se movimentarem na solucdo, aumentando também a entropia configuracional.

O aumento da temperatura também pode fazer com que a transferéncia de agua
da fase superior para a fase inferior seja maior e, dessa forma, o volume das fases se
altera. O aumento da temperatura causa o aumento da hidrofobicidade da fase e, assim,
ha excluséo de moléculas de agua de solvatagdo do polimero, de modo a transporta-las

para fase mais hidrofilica. A temperatura também afeta a inclinacdo da linha de
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amarracgdo. Este fato é consequéncia da transferéncia de moléculas de &gua (MARTINS
et al., 2008).

Graber et al. (2004), estudando o efeito das temperaturas de 5 °C, 25 °C e 45 °C
em sistemas PEG 4000+ sulfato de litio+agua, observaram que o0 aumento da
temperatura provoca o deslocamento da curva binodal, aumentando a regido bifasica, o
que implica numa menor concentracdo do sal e do polimero necessérios para a formacéo
do sistema aquoso bifasico. Resultado semelhante foi obtido por Regupathiet al. (2011),
quando investigaram a influéncia da temperatura (25, 30, 35, 40, 45) °C em sistemas
aquosos PEG+ citrato de aménio+ agua, e por Zafarani-Moattar et al. (2004), que
estudaram a influéncia da temperatura no equilibrio de fases de sistemas compostos por
PEG 6000, citrato de sodio e agua.

Efeito da massa molar do polimero sobre o equilibrio de fases

Estudos mostram que o numero de mondmeros da macromolécula afeta
diretamente a area em que o sistema permanece com duas fases. O aumento da massa
molar do polimero promove a ampliacdo da &rea bifasica, o que foi observado
inicialmente por Albertsson (1960); em relacdo a formacdo do SAB, quanto maior a
massa molar do polimero, menor serd a concentracao de sal (ou do outro componente
constituinte do sistema) requerida para que ocorra a separacdo de fases. Este
comportamento é observado tanto para sistemas polimero-polimero-agua, quanto para
sistemas polimero-sal-agua.

Zafarani-Moattar e Sadeghi (2001) estudaram o efeito da massa molar do PEG
nas curvas binodais para o sistema PEG + NaH,PO, + &gua, a 25 °C e verificaram que o
aumento da massa molar do PEG provocou o deslocamento das curvas binodais para
menores concentracdes de PEG e sal. Resultados semelhantes também foram obtidos
por Voros et al. (1993); Tubio et al. (2006); Oliveira et al.(2001); Graber et al. (2001),
para sistemas aquosos contendo polietilenoglicol e sais. Esse efeito ocorre pela reducgéo
da solubilidade do PEG em agua, com 0 aumento da massa molar do PEG.

Propriedades termofisicas dos sistemas aquosos bifasicos

A preparacdo do SAB e do processo de extragdo envolve basicamente as
operagOes unitarias de mistura, dispersdo e separacdo. Portanto, propriedades fisicas,

tais como viscosidade, densidade e indice de refracdo, sdo importantes na formacéo e no
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tipo de aplicagdo de um SAB. Sistema tipo polimero-polimero tende a apresentar fases
mais viscosas do que o sistema polimero e sal (MACHADO, 1999). Os sistemas com
baixa massa molecular estdo associados a baixa viscosidade da fase polimérica, e o

tempo que o sistema leva para entrar em equilibrio é pequeno.

Densidade

A densidade é uma propriedade termodindmica intensiva, pois ndo depende da
quantidade de massa presente no sistema e pode ser representada pela seguinte relagéo
(LEVINE, 2011), Equacéo 4:

p=m/v 4
Onde: p= densidade; m= massa; v= volume

A densidade ¢ influenciada pela temperatura, logo se trata de uma propriedade
termofisica. Varios autores demonstraram que 0 aumento da temperatura contribui para
a reducdo da densidade de sistemas com mais de um componente (MORAVKOVA et
al., 2011; ZHOU et al., 2010; KU e TU, 2005).

O conhecimento das propriedades volumétricas de solucbes aquosas contendo
macromoléculas e eletrélitos é de extrema importancia na pesquisa de SAB. A
compreensdo das interacdes que envolvem soluto-solvente e soluto-soluto, mostrando
como se encontra o estado conformacional da molécula de polimero na solucéo,
possibilita estimar o comportamento de um sistema aquoso bifasico. Medidas de
densidades sdo relatadas por alguns autores na literatura, entre eles: Rahbari-Sisakht et
al. (2003) determinaram as densidades de misturas binarias compostas por polietileno
glicol (massa molar 200, 300 e 6000), dissolvida em agua e etanol nas temperaturas de
(20, 35, 40, 45, 55, 60 e 65) °C. Nesse estudo, concluiram que as densidades do PEG
6000+agua a 20 °C eram mais altas do que a 65 °C e que o aumento da massa molar do
polimero influenciava linearmente no aumento da densidade. Entretanto, se fixasse uma
temperatura e variasse 0 solvente no caso PEG 300+ agua ou etanol, onde houve
maiores valores de densidade foi nas amostras de PEG 300+4agua. Zafarani-Moattar et
al. (1995) determinaram a densidade de vérias solug¢fes binarias compostas por PEG
1000+ &gua e PEG 6000+ agua nas temperaturas de (25, 35, 45) °C e de misturas
ternérias compostas por PEG 1000+ sal+ agua e PEG 6000+ sal+agua com diferentes
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sais nas mesmas temperaturas. Observaram que, mantendo a temperatura constante das
solugdes binarias e aumentando a massa molar do polimero, aumentava-se a densidade,
enquanto aumentando a temperatura e a variacdo da concentragdo desses compostos
ocorria uma diminuicdo da densidade. Zafarani-Moattar e Mehrdad (2000)
determinaram a densidade de solucGes aquosas de sistemas PEG + Sal nas temperaturas
de 25 °C, 35 °C, 45 °C. Nos estudos, utilizaram PEG de massa molar 2000 e 4000 e os
sais (NaHSO,, NaHPO,, Na,HPO,). Com os resultados obtidos, concluiram que,
conforme aumentava a concentracdo do sal, aumentava a densidade e, conforme
aumentava a temperatura, diminuia a densidade. Com relacdo ao PEG, conforme
aumentava a concentragdo, aumentava a densidade e, conforme aumentava a

temperatura, diminuia a densidade.

Viscosidade

Segundo Gunduz (1996), a viscosidade das fases € uma variavel importante para
projeto de equipamentos, pois influencia diretamente nos processos de transferéncia de
massa. Sdo poucos 0s dados dessa propriedade relatados na literatura de sistemas
aquosos bifasicos.

Machado (1999), estudando sistemas formados por PEG/maltodextrina,
constatou que a viscosidade da fase inferior do sistema foi maior do que a da fase
superior. Verificou também que essa propriedade aumentou com a elevacdo da
concentracédo e da massa molar dos constituintes do sistema.

Cruz et al. (2000) determinaram a viscosidade de polimeros com massas molares
de PEG 200, 400, 600, 1000, 1500 e 3350, nas temperaturas de 20 °C e 30 °C.
Observaram que a medida que se aumentava a massa molar do polimero, os valores da
viscosidade aumentavam; comportamento semelhante foi encontrado no trabalho de Lee
e Teja (1990); Ninni et al. (2003); Mei et al. (1995) Santos, 2012.

Indice de Refracéo

O parametro indice de refragdo em solugdes aquosas de sal e agente biologico é
em parte utilizado em técnicas bioquimicas. Diferentes métodos tém sido desenvolvidos
para medir esse parametro fisico em liquidos, sendo 0 mais comum o refratdbmetro.

Na literatura s@o descritos alguns trabalhos com PEG e sal utilizando esse

método. Estudos feitos por Graber et al. (2002) mediram o indice de refragdo de uma
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mistura ternaria contendo PEG 4000+ NaNO3 + &gua, nas temperaturas de (15°, 20°,
25°, 30°, 35°, 40°) C . Concluiram que, conforme aumentava a concentracao das fragdes
molares de PEG e de sal no sistema, havia aumento do indice de refragdo, sendo
observado em todas as temperaturas.

Graber et al. (2004) mediram o indice de refracdo de sistema composto por PEG
2000+ carbonato de sédio+ 4gua em quatro temperaturas diferentes. Nesse trabalho, os
autores concluiram que o indice de refragdo diminui com o aumento da temperatura, e
conforme aumentava a fracdo de massa do PEG ou do sal na mesma temperatura,

ocorria 0 aumento do indice de refracéo.

Coeficiente de Particéo

No momento em que materiais bioldgicos sdo adicionados em um sistema
aquoso bifasico, eles se distribuem entre a fase superior e a fase inferior, sem perda da
atividade biologica. A relacdo entre as concentracfes de certa biomolécula nessas fases
define o coeficiente de particdo (K) em sistemas aquosos (ALBERTSSON, 1986),
conforme Equagéo 5:

Em que W € a concentracdo da biomolécula na fase superior, e Wy € a concentracdo de
biomolécula na fase inferior.

Existem outras relacbes capazes de expressar o coeficiente de particdo; pode ser
citada, por exemplo, segundo DIAMOND e HSU (1989), a Equacao 6:

K = Kamp + Kest 6

Em que Kamb € Kes: representam as contribuigdes dos fatores ambientais e de ordem
estrutural, respectivamente. Entre os fatores ambientais, estdo consideradas as
propriedades do SAB, como tipo e concentracdo de sais, tipo, concentragdo e massa
molar do polimero, pH, temperatura e ligantes especificos. Albertsson (1986) prop6s

um modelo, Equacdo 7, mais simples para o calculo de K, desmembrando-o em:
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lnp = anel + anhid‘rOf + anhifil + anconf + anlig 7

em que os indices el., hidrof., hifil., conf. e lig. referem-se as contribuicdes
eletrostaticas, hidrofébicas, hidrofilicas, de conformacdo e de interacdo com os ligantes,

respectivamente.

Aplicacéo dos sistemas aquosos bifasicos na separagdo de biomoléculas

Existe uma extensa quantidade de combinac@es de substancias quimicas capazes
de originar SAB, segundo a literatura. Estas combinacGes sdo obtidas por tentativa e
erro, ja que ndo ha uma teoria capaz de prever quais relacdes entre as espécies quimicas
resultariam na segregacdo de fases e formacgdo desses sistemas. Na Tabela 2, estdo

apresentados alguns exemplos de formacdo de SAB para separacdo de macromoléculas.

Tabela 2: Sistemas aquosos bifasicos formados por PEG e sal, utilizados na separagédo

de biomoléculas.

Polimero Sal Soluto particionado  Referéncia

PEG Fosfato de potassio  Alfa-amilase CHEN et al.,1992

PEG Fosfato de potassio  Insulina HARAGUCHI et al.,2004

PEg Tartarato de sédio  Corante Carmim de MAGESTE et al., 2009
chonilha

PEG MgSO, Ovomucoide OLIVEIRAet al.,2009
Proteinase KLOMLAO et al, 2005

PEG K,COs0uNa,CO;  Th*', PU*" AM®**  ROGERS et al.,1993

As observacOes sobre a particdo de pigmentos em sistemas aquosos bifésicos
comecaram em 1954, quando Albertsson notificou a particdo de cloroplastos em

sistemas constituidos por polietileno glicol e sal. Mas recentemente, Mageste et al.
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(2009) estudaram a particdo do corante carmim em SABs constituidos por polimero e
sal. Os estudos sobre a particdo de pigmentos em sistemas aquosos bifésicos tém sido
pouco retratados na literatura, embora existam relatos de que a utilizagdo do SAB para a
extracdo e purificacdo de corantes é uma excelente alternativa por ser de baixo custo e
estaria dentro dos principios da quimica verde, pela ndo utilizacdo de solventes toxicos.
Isso significa que ndo ha geracdo de descartes perigosos ao meio ambiente e a saude
humana (LENARDAO et al., 2003).

O surgimento de estudos de que é possivel extrair pigmentos, sem que ocorra
mudanca na sua estrutura, ird mudar o comércio de aditivos, uma vez que a tendéncia
demonstrada pelo mercado em restringir o uso de corantes sintéticos em alimentos e as
restricbes impostas pela organizacdo mundial de saude tém levado a industria e 0s
pesquisadores ao interesse por materiais naturais, em particular hortifruticolas, que sao
usados como corantes. Sendo assim, existem interesses pelos processos de separacao de
corantes naturais. Como o0s antioxidantes sdo biomoléculas fotossensiveis e

termossensiveis, a técnica de sistemas aquosos € indicada.

Antocianinas

Entre os fatores sensoriais na escolha de um alimento esta a cor, que influencia
na aceitacdo do produto e, muitas vezes, determina o poder de compra. O uso de
antocianinas como corantes em alimentos é limitado pela sua sensibilidade a fatores
como luz, temperatura, estabilidade metalica, exposicdo ao oxigénio, processo de
extracdo, além de serem mais caras que os corantes artificiais (PIMENTEL, 1995;
STRINGHETA, 1991).

O termo antocianina deriva das palavras gregas anthos (flor) e kyanos (azul)
(VON ELBE et al., 1996). Sdo compostos sollveis em agua, responsaveis por uma
variedade de cores atrativas de frutas, flores e folhas, que variam do vermelho
alaranjado, como no morango (Fragaria vesca L.), ao roxo, no jameldo
(Syzygiumcumini), passando pelo vermelho vivo, na cereja vermelha (Prunusavium L.).
Quimicamente, as antocianinas sao glicosideos de antocianidinas, cujo nucleo béasico é o
cation flavilium, o qual é formado pelo esqueleto de carbono CgC3Cs, caracteristico
também de outros flavondides naturais, e que permite sua associacdo com flavonoides

ndo antocianicos. Esses compostos representam um significante papel na prevencéo, ou
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retardam o aparecimento, de varias doencas por suas propriedades antioxidantes (VOLP
et al., 2008).

As antocianidinas apresentam-se naturalmente em dezoito formas diferentes,
sendo derivadas de polihidroxi e polimetoxi de sais 2-fenilbenzenopirilium (falvilium),
como pode ser observado na Figura 3 e Tabela 3.

As antocianinas encontradas em alimentos sdo todas derivadas das agliconas
pertencentes a trés pigmentos basicos: pelargonidinas, cianidina e delfinidina, todas
com hidroxilas nas posicdes trés, cinco e sete. Embora existam antocianinas derivadas
de outras antocianidinas, elas sdo encontradas com menos frequéncia na natureza
(BOBBIO, 2003).

Fatores que influenciam a cor e a estabilidade de antocianinas

Como muitos corantes naturais, as antocianinas sofrem uma instabilidade
inerente com a alteracdo do pH; elas sdo mais estaveis sob condi¢des acidas. Podem ser
degradadas por varios mecanismos possiveis para solucdes descoloridas ou produtos
coloridos marrons ou insoldveis. A degradacdo pode ocorrer durante a
extracdo/purificacdo e durante o processamento e estocagem de alimentos. Um
conhecimento dos fatores que governam a estabilidade das antocianinas é vital para a
eficiéncia da sua extracdo/purificacdo e para 0 seu uso como corante de alimentos
(JACKMAN e SMITH, 1996).

Figura 3: Estrutura de antocianinas de ocorréncia natural. Fonte: (adaptado de

HENDRY E HOUGHTON, 1996).
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Tabela 3: Antocianidinas naturais de maior ocorréncia

Antocianidina Posicéo de Substituicédo (R) Cor
3 5 6 7 3 5’
Pelargodina (Pg) OH OH H OH H H Alaranjado
Cianidina (Cy) OH OH H OH OH H Alaranjado-
vermelho
Delfinidina (Dp) OH OH H OH OH OH Azul-vermelho
Peonidina (Pn) OH OH H OH OMe H Alaranjado-
vermelho
Petunidina (Pt) OH OH H OH OMe OH Azul-vermelho
Malvidina (Mv) OH OH H OH OMe OMe Azul-vermelho
Apigeninidina (Ap) H OH H OH H H Alaranjado
Luteolinidina (Lt) H OH H OH OH H Alaranjado
Tricetinidina (Tr) H OH H OH OH OH Vermelho
Auratinidina (Au) OH OH OH OH H H Alaranjado
6-Hidroxi-Cy (60HCy) OH OH OH OH OH H Vermelho
6-Hidroxi-Dp (60HDp) OH OH OH OH OH OH Azul-vermelho
Rosinidina (Rs) OH OH H OMe OMe H Vermelho
Hirsutidina (Hs) OH OH H OMe OMe OMe Azul-vermelho
5-Metil-Cy (5MCy) OH OMe H OH OH H Alaranjado-
vermelho
Puchelidina (PI) OH OMe H OH OH OH Azul-vermelho
Europinidina (EU) OH OMe H OH OMe H Azul-vermelho
Capensinidina (Cp) OH OMe H OH OMe OMe Azul-vermelho

Fonte: Adaptada JACKMAN E SMITH, 1991;MAZZA E MINIATI, 1993.
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Segundo Francis (1992), as solugdes de antocianinas apresentam uma coloracao
vermelha mais intensa quando em pH abaixo de 3,0. Quando o pH é elevado para a
faixa de 4,0 a 5,0, a coloracdo vermelha tende a desaparecer. Aumentos adicionais de
pH levam as antocianinas a apresentarem uma coloracdo azulada, que, apos a estocagem
ou aquecimento, torna-se amarelada. As antocianinas estdo sujeitas a mudanca de cor
com a variagdo do pH por causa da formacéo da estrutura hemiacetal (B) sem cor em
pH préximo a 4,0 (SILVA, 2006).

Em meio 4&cido, existe um equilibrio entre quatro estruturas de
antocianina/aglicona: a base quinoidal (A), o cation flavilum (AH") e as espécies
descoloridas (B) e chalcona (C) (STRIGHETA, 1992). Estas transformagdes estruturais
das antocianinas em funcéo do pH séo apresentadas na Figura 4.

A (azul)

C (incolor)

Figura 4: TransformacOes estruturais das antocianinas em funcdo do pH. Fonte:
(IACOBUCCI e SWEENY, 1983).

Assim como em muitas reacGes quimicas, a estabilidade das antocianinas e a
taxa de sua degradacdo s@o marcadamente influenciadas pela temperatura. Em geral, as
estruturas caracteristicas que conduzem para 0 aumento da estabilidade em relacéo ao
pH também conduzem para o aumento da estabilidade térmica. A degradacdo de
antocianinas é virtualmente pH-independente em condi¢des anaerobicas. Porém, na

presenca de oxigénio, a substituicdo elevada de metoxi, glicosiul e/ou acil geralmente
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conduz para um aumento no pH, no qual ocorre 0 maximo de estabilidade térmica
(CALVI e FRANCIS, 1978).

Com poucas excegdes, a degradacdo de antocianinas segue cinéticas de primeira
ordem. O mecanismo de degradacdo é dependente da temperatura. Segundo Cemeroglu
et al. (1994) e Markakis (1982), citados por Jackman e Smith (1996), em temperaturas
de estocagem (isto é, < 40 °C), os valores da energia de ativacdo (E,) e z (variacdo da
temperatura requerida para mudar o tempo de destruigdo térmica por um fator de dez, o
qual reflete a degradacdo térmica) ficardo em torno de 70 kJ/mol e 25 °C,
respectivamente, enquanto em temperaturas de processamento (isto é, > 70 °C) os
valores de E, e z ficardo em torno de 95 kJ/mol a 113 kJ/mol e 28 °C. Portanto parece
que as antocianinas tém estabilidade relativamente melhor em temperaturas maiores,
apesar de, em condices favoraveis, ocorrer a formagdo de antocianinas incolores,
principalmente as chalconas. Em seu trabalho, Rommel et al. (1992) recomendam
utilizar alta temperatura e pequeno tempo de processamento para alcangar um maximo
de retencdo de pigmento nos produtos alimenticios contendo antocianinas. Os pequenos
tempos envolvidos podem ser suficientes para prevenir a degradacao de antocianinas ou

a sua transformacdo em espécies incolores.

Propriedades antioxidantes das antocianinas

Segundo Volp et al. (2008), a propriedade mais descrita das antocianinas é sua
acdo antioxidante. Células e tecidos do organismo humano estdo continuamente
sofrendo agressdes causadas pelos radicais livres e espécies reativas do oxigénio, 0s
quais sdo produzidos durante o metabolismo normal do oxigénio ou sdo induzidos por
danos exdgenos.

A deficiéncia natural de elétrons das antocianinas faz esses compostos serem
particularmente reativos, apresentando também uma grande sensibilidade a mudancas
de pH e temperatura. Os polifendis sdo doadores efetivos de hidrogénio.

As antocianinas sdo incluidas na lista dos compostos naturais capazes de agir
como potentes antioxidantes. Seu potencial antioxidante é regulado por suas diferencas
na estrutura quimica. Variando a posicdo e os tipos de grupos quimicos nos anéis
aromaticos das antocianinas, a capacidade de aceitar elétrons desemparelhados de
moléculas de radicais também varia. Seu potencial antioxidante também é dependente

do numero e da posicdo dos grupos hidroxilas e sua conjugacdo, assim como da
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presenca de elétrons doadores no anel da estrutura, pela capacidade que o grupo

aromatico tem de suportar o desaparecimento de elétrons.

Jameldo

O jameldo (Syzygiumcumini) é uma planta da familia Myrtaceae, também
conhecido, popularmente, como jameldo, cereja, jaldo, kambol, jambu, jambul,
azeitona-do-nordeste, ameixa-roxa, azeitona, murta, baga-de-freira, guapé, jambui e
azeitona-da-terra, entre outros nomes. A arvore é de grande porte, podendo alcangar
varios metros de altura, e os frutos, que sdo do tipo baga, se assemelham bastante a
azeitona (MARTINS et al., 2002; VIZZOTTO e FETTER, 2009). Sua coloracéo,
inicialmente branca, torna-se vermelha e, posteriormente, preta, quando maduro. O fruto
possui uma Unica semente, envolvida por uma polpa carnosa e comestivel,
mucilaginosa, doce, adstringente, sendo geralmente agradavel ao paladar (LORENZI e
MATQOS, 2002; VIZZOTTO et al., 2008).

O jameldo é originario da Indonésia, da China e das Antilhas, no entanto é
cultivado em varios paises. E encontrado em grande parte do Brasil, nas planicies
litoraneas, nas serras e nos planaltos e cresce muito bem em vérios tipos de solo
(GOMES et al., 1983; BARENJEE e DASGUPTA,2005) No Brasil, o fruto é
geralmente consumido in natura, porém, na india, é, geralmente, processado na forma
de compotas, licores, vinhos, vinagre, geleias, geleiadas, tortas e doces, entre outras
(GOMES, 1983; BANERJEE e DASGUPTA, 2005). Os frutos do jameldo se
caracterizam por apresentar alta atividade antioxidante, além de serem uma rica fonte de
antocianinas, como a delfinidina-3-glicosideo (REYNERTSON et al., 2008), a
petunidina-3-glicosideo e a malvidina-3-glicosideo( VEIGAS et al., 2007). Porém, a
casca seca do fruto apresenta atividade antioxidante baixa, provavelmente pela perda de
compostos antioxidantes no processo de secagem (BANERJEE e DASGUPTA, 2005;
VIZZOTTO; 2008).

Segundo a literatura, o potencial do jamel&o pode ser verificado na producéo de
alimentos funcionais e em medicamentos que podem combater algumas enfermidades
gue atingem a humanidade (GROVER et al., 2000; BRITO et al., 2007; VIZZOTTO e
FETTER, 2009), porém h& necessidade de desenvolver novas técnicas para a separagdo

e concentracao de tais compostos, sem que ocorra a perda das propriedades funcionais.
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No que diz respeito a presenca de compostos bioativos, Veiga et al. (2007)
comprovaram a existéncia de elevados teores de antocianinas. Esses resultados sugerem
que a atividade antioxidante do extrato do jamel&o, aliada ao forte potencial do corante,
com caracteristicas desejaveis de solubilidade e estabilidade, poderia estimular a
incorporacdo de extrato como aditivo natural para ser empregado em alimentos e

formulacgdes farmacéuticas.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Engenharia de Processos
e no Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Estadual do Sudoeste da

Bahia (UESB), campus de Itapetinga, na Bahia.

Preparo do sistema aquoso bifasico

Para a montagem dos sistemas aquosos bifasicos, compostos de PEG-sal-agua,
foram preparadas solugdes estoque com PEG em &gua e sal em &gua. A concentracao da
solucdo de PEG foi de 50% m/m, e a solucéo salina de sulfato de sédio foi de 22% m/m.
A solucdo salina teve valores de pH igual a 2, obtidos a partir do ajuste com o &cido
conjugado, o &cido sulfurico, e conferidos em pHmetro.

Foram determinados dados de equilibrio de sistemas formados por PEG 1500+
sulfato de sddio + agua; PEG 2000+ sulfato de sddio + agua; PEG 4000+ sulfato de
sodio + agua; PEG 6000+ sulfato de sodio + dgua. Todos os sistemas foram analisados
em temperaturas de 20 °C, 30 °C, 40 °C e 50 °C. As solucbes e diluicbes foram
preparadas usando balanga analitica (GEHAKA, modelo AG-200). As curvas binodais
foram determinadas pelo método turbidimétrico (ALBERTSSON, 1985), que indica o
inicio da regido bifasica. O procedimento consistiu em pesar 1 g da solucéo estoque do
polimero em tubos de vidro, para melhor visualizacdo da turvacdo. O tubo contendo a
solu¢do do polimero foi levado a um banho termostético, onde foi deixado por 5
minutos para atingir o equilibrio térmico. Foram adicionadas aliquotas de 10 pL da
solucdo de sal com uma pipeta automatica, mantendo-se a agitacdo manual do tubo
dentro do banho, até ocorrer a turvacdo do sistema e que a solucdo dentro do tubo
tivesse um aspecto esbranquicado. Nesse momento foi anotada a quantidade de sal que
provocou a turvacdo. Em seguida foi titulada agua destilada no sistema até se tornar
limpida e, depois, anotada a quantidade de agua que foi necessaria para o que o sistema
ficasse homogéneo. Novamente foi adicionado mais sal até promover uma nova
turvacdo e, apds atingir esse ponto, novamente foi adicionada &gua ao sistema. A
titulacdo foi realizada repetidamente até que os pontos necessarios para fazer a curva

fossem obtidos.
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As linhas de amarracdo que foram usadas para a construcdo dos diagramas
foram obtidas com base na curva turbidimétrica, de forma que os pontos globais
estivessem acima da curva onde se encontra a regido bifasica. Foram utilizados cinco
pontos globais para cada sistema PEG-Sal, os quais estdo apresentados nas Tabelas 4, 5,
6 e 7. Os sistemas foram formados com a adicdo de quantidade adequada de solucéo
estoque PEG, sal e 4gua para uma massa total do sistema de 50 g, em tubos de
centrifuga graduados com fundo conico. A mistura resultante foi agitada em agitador
vortex (PHOENIX, modelo AP-56) por aproximadamente 3 minutos e centrifugada a
3000g (SP LABOR, modelo Sp-701) por 20 minutos para acelerar a formacéo das duas
fases. Em seguida foram mantidas em repouso durante 24 horas em estufa B.O.D.
(LONGEN SCIENTIFC, modelo LG340 FT220) nas temperaturas estudadas. O
equilibrio termodinamico foi considerado atingido quando as fases estavam totalmente

limpidas.

Tabela 4: Composicdes globais para os sistemas formados por PEG 1500+ sulfato de

sodio, expressas em porcentagem massica (%om/m)

Ponto 20 °C 30°C 40 °C 50 °C

Global PEG sal PEG sal PEG sal PEG sal
1 14 9 15 8 15 8 14 8
2 15 10 16 9 16 9 15 9
3 16 11 17 10 17 10 16 10
4 17 12 18 11 18 11 17 11
5 18 13 19 12 19 12 18 12

Tabela 5: Composic¢des globais para os sistemas formados por PEG 2000+ sulfato de

sodio, expressas em porcentagem massica (%om/m)

Ponto 20 °C 30°C 40 °C 50 °C

Global PEG sal PEG sal PEG sal PEG sal
1 10 9 14 8 13 8 13 8
2 11 10 15 9 14 9 14 9
3 12 11 16 10 15 10 15 10
4 13 12 17 11 16 11 16 11
5 14 13 18 12 17 12 17 12
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Tabela 6: Composicdes globais para os sistemas formados por PEG 4000+ sulfato de

sodio, expressas em porcentagem massica (%om/m)

Ponto 20 °C 30°C 40 °C 50 °C

Global PEG sal PEG sal PEG sal PEG sal
1 17 7 17 6 16 6 15 6
2 18 8 18 7 17 7 16 7
3 19 9 19 8 19 8 17 8
4 20 10 20 9 19 9 18 9
5 21 11 21 10 20 10 19 10

Tabela 7: Composic¢des globais para os sistemas formados por PEG 6000+ sulfato de

sodio, expressas em porcentagem massica (%om/m)

Ponto 20°C 30°C 40 °C 50 °C

Global PEG sal PEG sal PEG sal PEG sal
1 9 9 8 8 7 12 13 8
2 10 10 9 9 8 13 14 9
3 11 11 10 10 9 14 15 10
4 12 12 11 11 10 15 16 11
5 13 13 12 12 11 16 17 12

Determinacdo dos dados de equilibrio

Coleta das fases

Depois de ter atingido o equilibrio e as duas fases limpidas terem sido
observadas, uma aliquota da fase superior foi coletada com o auxilio de uma seringa até
que restasse uma camada dessa fase de, aproximadamente, 5 mm acima da interface.
Esse procedimento visou garantir que a interface ndo fosse perturbada. Depois da coleta
da fase superior, foi inserida, cuidadosamente, uma seringa (com agulha longa) na
ceélula de equilibrio, perturbando a interface o minimo possivel. Depois de uma hora em
repouso, o equilibrio foi restabelecido, e 0 émbolo da seringa foi puxado vagarosamente

até que permanecesse na célula uma camada de 5 mm da fase inferior. As fases foram
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coletadas em recipientes com tampa e armazenadas em refrigeracdo até que todas as
andlises fossem realizadas. Os componentes do sistema foram quantificados em cada

fase, e os diagramas de equilibrio foram construidos.
Medida de volume das fases

Para todos os tubos (ou célula de equilibrio), foi obtida uma relacdo entre a
massa de &gua e a altura da coluna de agua atingida por essa massa. A partir da
densidade da &gua, nas temperaturas estudadas, a relagdo da equacéo 4, a curva analitica
foi construida em funcéo do volume de agua e da altura da coluna de 4gua. Dessa forma,
antes da retirada das aliquotas das fases, a altura de cada fase foi medida com régua, e o
volume, calculado. A altura da fase inferior foi lida a partir do fundo do tubo até a
interface, e a altura da fase superior foi calculada subtraindo a medida da altura total
(medida do fundo do tubo até a superficie da fase superior) com a medida da altura da

fase inferior.

p=m/v 4
Onde: p= densidade; m= massa; v= volume

Quantificacao do teor de polietileno glicol

A concentracdo de PEG foi determinada por meio da extracdo liquido-liquido,
utilizando cloroférmio como solvente. Inicialmente, foram pesados aproximadamente 2
g de cada fase em tubos de 15 mL. Foram adicionados 3 mL de cloroférmio, em
seguida, foram agitados em vortex e centrifugados a 4000g (BIOSYSTEMS, modelo
MPW-350) por 5 min. A fase inferior, contendo PEG, foi coletada e armazenada em
tubos, previamente secos e pesados. A fase superior foi submetida a mais duas extracfes
para que todo o PEG existente fosse extraido. Por fim, os tubos contendo PEG +
Cloroférmio foram levados para a estufa a 105 °C por 12 horas para evaporacdo do
cloroformio, e a massa de PEG foi obtida com a diferenca de peso dos tubos secos.
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Quantificacao do teor de agua

A determinacdo de &gua foi pela técnica liofilizacdo, utilizando o equipamento
(LV2000 TERRONI®). Esse método consiste basicamente na pesagem da amostra
antes e depois da secagem, em condic¢des controladas e padronizadas.

Foram utilizados tubos de plastico de 3 cm de diametro e 4 cm de altura
previamente pesados sem tampa. Aproximadamente um grama de cada fase foi pesado,
anotando-se a massa obtida. Os tubos foram mantidos congelados a -80 °C durante 24
horas e, assim, levados ao liofilizador, na temperatura -33 °C e a pressao de 12 N/m,
para a secagem das amostras durante 24 horas. Os tubos foram novamente pesados para

o célculo da diferenga da massa correspondente a 4gua evaporada.
Quantificacéo do teor de sal

A concentracdo salina nas fases foi determinada com a utilizacdo de medicdes de
condutividade (tecnal, Tec-4MC) com uma precisdo de + 0,01 escala completa. Foi
preparada uma curva de calibragdo com solugdo salina de sulfato de sédio 0,01% a 1%;
a partir da faixa da curva, as fases foram diluidas de modo que a concentracdo estivesse

dentro da faixa de calibracéo.
Massa especifica

A massa especifica foi determinada nas temperaturas de (20, 30, 40 e 50) °C.
Para determinacdo da massa especifica, utilizou-se um Densimetro Digital de Bancada
DMA 5000M (ANTON PAAR) com uma preciséo de +5 x 10 g.cm™ e repetibilidade
de + 1 x 10° g.cm™ na faixa de operagdo 0 a 3 g.cm™. A faixa de temperatura do
equipamento é de 273,15 K a 363,15 K com uma precisao de + 0,01 K e repetibilidade
de + 0,001K.

Viscosidade

A viscosidade foi realizada em um viscosimetro rotativo, marca Brookfield,
modelo DVII+Pro, fabricado por Brookfield Engineering Laboratories, Inc., EUA. Este
equipamento foi conectado a um banho termostatico Brookfield TC-500 (Brookfield
Engineering Laboratories, Massachussets, EUA), com precisdo de 0,1°C, que tem sua
saida de agua acoplada ao cilindro encamisado do viscosimetro que contém a amostra.

A temperatura foi, assim, ajustada em (20, 30, 40, 50) °C.
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Para a realizacdo das analises, foram utilizados, para cada medida, 9 mL de
amostra aproximadamente. A velocidade angular foi de 100 rpm com 6 medic¢des com 0
spindle SC4- 31.

Cada ensaio foi feito em trés repeticdes para cada uma das temperaturas das
fases. Os resultados foram registrados pelo software Rheocalc em computador acoplado

no equipamento. Posteriormente os dados foram tabulados em planilhas do Excel.
indice de refragdo

Para o indice de refracdo, foi utilizado o refratdmetro digital (ATAGOH and
refractometer, precisdo 0,2%). Este aparelho foi conectado a um banho termostatico
(Tecnal, Te-184), que permitia o controle da temperatura com uma preciséo de 0,1 °C.
O equipamento foi devidamente calibrado com agua destilada na temperatura de estudo,
em seguida foi colocada a amostra no prisma do refratbmetro para proceder a leitura

direta.

Obtencéo do extrato antocianico do Jamel&o

Os frutos de jamelao foram colhidos no estadio de maturacdo para consumo na
regido Sudoeste da Bahia e levados para o Laboratério de Engenharia e Processo da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.

Os frutos foram selecionados e imersos em agua corrente para remocao das
sujidades. Apds a lavagem, as fracdes comestiveis foram separadas das sementes
manualmente com auxilio de facas. Em seguida, foram homogeneizadas com auxilio de
liquidificador semi-industrial e acondicionadas em sacos de polietileno, fechados numa
seladora a vacuo e armazenados a -20 °C.

O extrato antocianico foi obtido da polpa de jameldo, com a mesma metodologia
utilizada por Fuleki e Francis (1968). A amostra previamente triturada foi macerada
com um solvente extrator (Etanol-agua (70:30)), acidificada com HCI a pH 2,0, durante
24 horas, a uma temperatura em torno de 25 °C e ao abrigo de luz. Apds essa etapa, 0
extrato foi filtrado em papel Whatman 1 a vacuo, em um funil de Blchner. O extrato
obtido foi imediatamente concentrado em evaporador rotatério, em pressdo reduzida, a
temperatura de 35 £ 1 °C, até se obter um volume final correspondente a 30 do volume

original.
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Particdo do extrato antocianico

Ap0s o equilibrio das fases dos sistemas PEG-sal-agua, realizou-se a separagdo
das fases superior e inferior, da forma supracitada, para fazer a parti¢do da antocianina.

O extrato da polpa de jameldo foi adicionado (100 pL) diretamente na fase
salina, durante a montagem dos sistemas, em um volume de 3,0 mL. Em seguida, foram
adicionados 3mL da fase superior ao sistema. Os sistemas foram submetidos a agitacao
durante 3 minutos e, entdo, centrifugados a 2000g (BIOSYSTEMS, modelo MPW-350),
por 20 minutos, para acelerar a separacdo de fases. Subsequentemente, os tubos foram
mantidos em repouso, em estufa B.O.D., durante 24 horas, na temperatura de operacao
estabelecida.

Posteriormente, foram coletadas as fases em tubos e, em seguida, foi feita a

quantificacdo das antocianinas totais.
Quantificacao das antocianinas totais

A quantificacdo das antocianinas totais foi realizada de acordo com o método do
pH diferenciado descrito por Giusti e Wrolstad (2001).

As diluicGes foram feitas com tampéo de cloreto de fosfato, pH =1, sendo que a
percentagem da amostra na solucdo final ndo pode exceder os 20 %, para ndo passar da
capacidade do tampao.

Com os fatores de diluicdo determinados, foram preparadas diluicbes das
amostras tanto em tampdo de cloreto de fosfato, pH=1, como em tampé&o de acetato de
sodio, pH=4,5, deixando as solucbes estabilizarem por um periodo de 15 minutos; em
seguida, fez-se a leitura das absorbancias a Aszonm € @ A7oonm.O registro da absorbancia a
um comprimento de onda de 700 nm permite eliminar desvios na leitura provocados
pela eventual presenca de materiais coloidais; a este comprimento de onda, ndo existe
absorbancia por parte das antocianinas.

O calculo da concentracdo das antocianinas, expresso em equivalentes de

cianidina-3-glucosido, foi realizado utilizando-se a Equacdo 9.

m
Antocianinastotais (Tg) = (A*MM % FD * 103) /(& = d) ©)
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Onde: A = (Aszonm — A700nm)pn 1,0 Aszonm — A700nm)ph 4,5 »
em que: A /MM, FD, ¢ e d sdo absorvancia, massa molar da cianidina-3-glucésido(449,2
MM), fator de diluicdo, percurso Optico e coeficiente de absortividade molar da

cianidina (30200 L*mol™**cm™), respectivamente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da temperatura nos diagramas de equilibrio dos sistemas PEG-Sulfato-Agua

Nas Figuras 5, estdo representados os diagramas de fases dos sistemas PEG-
Sulfato-Agua, em funcdo da temperatrura de trabalho. Estes diagramas delineiam o
comportamento dos sistemas aquosos bifasicos e sdo Unicos para cada sistema em
condicBes de temperatura, concentracdo de sal e concentragdo de polimero, sendo que a
formacgdo das duas fases agquosas depende da concentracdo do sistema. Abaixo das
concentracdes criticas do polimero e de sal, mistura desses componentes sdo
completamente misciveis fomando uma fase homogénea; e, acima das concentragdes
criticas de sal e PEG, ocorre um sistema com duas fases. Sendo assim, o diagrama de
fases separa a regido monofésica (abaixo da curva) da bifasica (acima da curva) de
acordo com a concentracdo de cada componente expressa em % m/m; essa curva €
chamada curva binodal ou curva de equilibrio.

A partir da anélise dos dados binodais, verificou-se que a solubilidade do PEG
diminui a medida que a temperatura aumenta; isto, provavelmente, deve-se a solvatacédo
das moléculas de dgua para a fase inferior. Esse efeito ¢ conhecido como “salting-out” e
se torna mais forte com o aumento da temperatura. Tal comportamento foi observado
por Ferreira e Teixeira (2011).

Observou-se que os sistemas PEG 1500+ sulfato de sddio+ agua e PEG 2000+
sulfato de soédio+agua ndo sofrem variacdo da regido bifasica com aumento da
temperatura (Figura 5 a b). Este fato indica que ha uma variagdo insignificante da
capacidade calorifica das fases e, consequentemente, baixa variacdo de entalpia
associada ao processo de separacdo. Em relacdo aos sistemas PEG 4000+ sulfato de
sodio+ agua e PEG 6000+ sulfato de sddio+ agua, nota-se que, a medida que diminui a
concentracdo do polimero e aumenta a concentracdo de sal no sistema, ocorre um
aumento das regibes bifasicas com o aumento da temperatura (Figura 5 ¢ d). Isso ocorre
porque a interacdo sal-PEG na formacdo do SAB é endotérmica, ou seja, a formacdo do

SAB ¢ favorecida pelo aumento da temperatura.
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Figura 5: Diagrama de fase nas temperaturas 20 °C, 30 °C, 40 °C e 50 °C, pH 2. a)
PEG 1500+ Sulfato de Sddio+ agua, b) PEG 2000+ Sulfato de Sédio+ agua; ¢) PEG
4000+ Sulfato de Sodio+ agua; d) PEG 6000+ Sulfato de Sédio+ agua.

As composic¢des de equilibrio dos SABs formados por PEG 1500+sulfato de
sodio+ agua, PEG 2000+sulfato de sédio+ agua, PEG 4000+sulfato de sodio+ agua,
PEG 6000+sulfato de sodio+ &gua em diferentes temperaturas no pH 2 estdo
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apresentadas nas Tabelas 8 a 10, respectivamente, em que os dados referentes aos
componentes das fases estdo expressos em temos de fragdo massica (%om/m). Foram
determinadas cinco linhas de amarragdo em cada diagrama. Os desvios padroes
encontrados para as analises foram de 0,67 para a quantificacdo do PEG; 0,34 para a
quantificacdo do sal; e 0,37 na quantificacdo da dgua. Com os resultados apresentados
nas Tabelas 8 a 10, pode-se afirmar que existe uma relacdo de exclusdo entre o polimero
e o sal formador do sistema para todos os sistemas estudados independentemente da
temperatura. Esta exclusdo € comum em todos os sistemas aquosos bifasicos formados
por polimeros+sal, sendo que a fase superior € composta majoritariamente por polimero
e agua, e a fase inferior € composta principalmente por sal e agua. O mesmo fenémeno
foi observado por Regupathi et al. (2011) quando estudaram PEG 2000+ [(NH,)2
HCsHs0]; Lemos et al. (2011) com PEG 1500 para (NH4)2SO4, ZnSO4 € K;HPO,. e
Ferreira e Teixeira (2011) quando estudaram PEG 8000+ NaSO,. Porém, os sistemas
formados por PEG + NaNO; apresentam um comportamento de exclusdo muito menos
intenso que os demais sistemas aquosos bifasicos (ZAFARANI-MOATTAR et al.,
2008). Esta excec¢do pode ser associada a solubilidade de sais de nitrato com o polimero.
De acordo com os resultados obtidos, os sistemas estudados apresentam uma grande
excluséo do polimero em relagdo ao sal na fase superior, aumentando a hidrofobicidade
tanto no aumento da concentragcdo em todos os sistemas quanto no aumento da massa
molar do polimero. Alem disso, pode ser observado que a quantidade de agua diminui a
medida que aumenta a concentracdo do polimero, ocorrendo uma solvatacdo da agua. A
agua expulsa da fase superior ir& para a fase inferior, havendo uma interagdo com o sal.
Os balancos de massa apresentam erro médio relativo de 1,56% para o balango
de massa global; de 1,12 para o PEG; de 1,2 % para o sulfato de sodio; e de 1,16% para

a agua. Quanto menores 0s erros no balango de massa, mas alinhados estdo os pontos.

Tabela 8: FracBes massicas (%m/m) para os sistemas formados por polietileno glicol
1500g/mo, sulfato de sddio e agua, pH 2

LA CLA Composicéo global Fase superior Fase inferior
Wpeg Wsal Wagua Wpeg Wsal Wagua Wpeg Wsal W agua
20°C
1 2512 1400 9,00 77,00 2481 400 69,64 1,77 1400 8324
2 3251 1486 991 7523 30,18 340 6547 0,21 16,00 81,17
3 3647 16,00 11,00 73,00 33,72 315 6298 061 1845 72,26
4 4170 17,00 12,00 71,00 38,00 2,36 6011 0,21 20,00 7931
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45,40

21,02
27,14
35,79
41,64
44,99

27,99
32,48
36,50
40,69
44,41

31,13
35,63
40,57
44,81
46,48

18,00

15,00
16,00
17,00
18,00
19,00

15,00
16,00
17,00
18,00
19,00

14,00
15,00
16,00
17,00
18,00

13,00

8,00
9,00
10,00
11,00
12,00

8,00
9,00
10,00
11,00
12,00

8,00
9,00
10,00
11,00
12,00

69,00

77,00
75,00
73,00
71,00
69,00

77,00
75,00
73,00
71,00
69,00

78,00
76,00
74,00
72,00
70,00

40,50
30°C
21,00
26,00
32,81
38,00
41,00
40°C
28,54
32,15
34,98
38,06
40,87
50°C
30,92
34,69
38,39
41,92
43,39

2,00

5,00
4,52
3,00
2,00
2,00

4,13
3,90
3,42
2,89
2,47

3,21
2,75
2,42
1,38
1,37

57,47

72,59
66,44
62,66
59,67
59,63

67,98
63,66
62,39
59,29
56,30

64,16
60,79
58,36
56,03
54,78

0,03

2,00
1,41
0,39
0,21
0,22

1,83
1,21
0,62
0,12
0,07

1,00
0,75
0,12
0,10
0,56

22,58

14,00
16,00
18,17
19,50
21,00

12,48
13,78
15,73
17,62
20,00

11,82
13,59
15,89
17,49
19,43

77,38

83,59
83,36
81,94
80,61
78,81

83,37
85,89
82,47
80,79
79,12

87,90
83,37
84,57
82,29
80,30

Tabela 9: Fracdes massicas (%m/;m) para os sistemas formados por polietileno glicol

2000g/mol, sulfato de sodio e agua, pH 2

LA CLA Composicéo global Fase superior Fase inferior
Wpeg Wsal Wagua Wpeg Wsal Wagua Wpeg Wsal W agua

20°C

1 20,76 9,00 9,00 82,00 2237 362 7395 340 12,05 84,96

2 24,25 10,00 10,00 80,00 2524 4,40 69,05 2,81 13,60 84,51

3 29,54 11,00 11,00 78,00 27,81 4,14 6340 0,74 1596 83,24

4 33,80 12,00 12,00 76,00 31,38 351 63,00 053 17,30 81,48

5 41,67 13,00 13,00 74,00 3844 231 5961 0,28 19,05 80,02
30°C

1 2452 800 800 84,00 2321 439 7555 0,30 13,13 88,36

2 31,74 9,00 9,00 82,00 29,70 313 70,36 0,20 14,83 87,52

3 3514 10,00 10,00 80,00 3251 295 66,88 0,20 16,78 86,00

4 37,83 11,00 11,00 78,00 34,34 293 639 0,21 19,25 84,53

5 42,11 12,00 12,00 76,00 38,11 1,76 59,94 0,20 20,09 82,27
40°C

1 24,08 13,00 8,00 79,00 2390 4,09 7154 124 1224 8594

2 31,11 14,00 9,00 77,00 29,33 321 66,52 0,27 14,32 84,56

3 3554 15,00 10,00 75,00 33,02 3,05 6401 0,07 16,36 83,65

4 39,21 16,00 11,00 73,00 36,06 2,33 60,01 0,16 18,09 81,99

5 4198 17,00 12,00 71,00 3791 203 57,72 015 20,38 80,20
50°C

1 27,54 14,00 9,00 77,00 27,33 449 68,78 135 13,66 86,47
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34,34
39,73
42,31
46,36

O~ wWwnN

15,00
16,00
16,99
18,00

10,00
11,00
12,00
13,00

75,00
73,00
71,01
69,00

32,48
37,39
38,95
42,33

3,65
2,74
2,76
2,15

64,30
59,79
58,52
55,36

0,39
0,43
0,23
0,16

15,88
17,30
19,82
21,43

85,63
83,99
82,14
80,43

Tabela 10: Fra¢Bes méssicas (%m/;m) para os sistemas formados por polietileno glicol

4000g/mol, sulfato de sddio e agua, pH 2

LA CLA Composicéo global Fase superior Fase inferior
Wpeg Wsal Wagua Wpeg Wsal Wagua Wpeg W sal W agua
20°C
1 31,23 17,00 7,00 76,00 29,37 2,29 6791 045 14,08 8547
2 3489 1840 8,14 7346 32,53 2,66 63,04 0,12 1558 83,04
3 37,49 19,00 9,00 72,00 34,63 247 61,29 0,08 17,04 86,79
4 40,48 20,00 10,00 70,00 36,55 2,34 57,48 0,10 19,95 79,30
5 42,95 21,00 11,00 68,00 38,76 2,32 55,12 0,06 20,96 77,61
30°C
1 22,73 17,00 6,00 77,00 21,16 441 7086 056 14,01 86,83
2 26,98 18,00 7,00 75,00 24,09 356 6892 0,34 16,37 84,86
3 31,10 19,00 8,00 73,00 27,06 3,13 69,32 0,14 18,70 78,88
4 3498 20,00 9,00 70,99 29,94 299 6157 0,10 21,24 80,85
5 38,86 21,00 10,00 69,00 3400 256 6306 082 22,79 8173
40°C
1 22,00 16,00 6,00 78,00 20,84 4,36 75,39 0,54 12,85 84,37
2 27,09 17,00 7,00 76,00 25,03 314 66,87 0,31 14,21 86,82
3 32,48 18,00 8,00 74,00 30,00 2,79 66,01 0,25 15,83 85,23
4 36,52 19,00 9,00 72,00 32,99 2,05 65,60 0,26 18,26 83,54
5 40,27 20,00 10,00 70,00 3527 1,86 62,54 0,04 21,35 79,96
50°C
1 23,30 15,00 6,00 79,00 24,26 3,77 70,82 1,83 10,09 88,23
2 32,28 16,00 7,00 77,00 31,37 280 64,67 045 12,09 87,67
3 37,75 17,00 8,00 7500 36,14 217 60,98 0,21 13,76 89,17
4 40,68 18,00 9,00 73,00 38,32 1,89 59,21 0,04 1564 84,77
5 42,80 19,00 12,20 68,80 40,11 1,71 57,92 0,39 17,64 81,94

Tabela 11: Fragdes massicas (%m/;m) para os sistemas formados por polietileno glicol

6000g/mol, sulfato de sodio e agua, pH 2

LA CLA Composicgéo global Fase superior Fase inferior
Wpeg Wsal Wagua Wpeg Wsal Wagua Wpeg W sal W agua
20°C
1 2653 9,00 9,00 8200 2549 353 70,08 040 12,17 85,04
2 31,38 10,00 10,00 80,00 29,53 2,85 67,39 0,19 14,00 84,37
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3 34,46
38,56
42,13
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19,13
26,29
32,47
35,47
39,95
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25,94
33,32
36,69
40,45
44,12
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24,31
28,88
35,36
40,18
43,37

g B~ WwDN P

11,00
12,00
13,00

8,00
9,00
10,00
11,00
12,00

12,00
13,00
14,00
15,00
16,00

15,00
16,00
17,00
18,00
19,00

11,00
12,00
13,00

8,00
9,00
10,00
11,00
12,00

7,00
8,00
9,00
10,00
11,00

6,00
7,00
8,00
9,00
12,20

78,00
76,00
74,00

84,00
82,00
80,00
78,00
76,00

81,00
79,00
77,00
75,00
73,00

79,00
77,00
75,00
73,00
68,80

32,00
36,01
38,72
30°C
19,22
25,83
31,34
33,04
37,18
40°C
26,72
31,36
34,88
37,69
41,14
50°C
24,22
27,55
33,59
38,04
40,87

2,54
2,14
1,99

3,81
2,80
2,24
2,22
1,76

3,54
2,93
2,35
1,80
1,80

3,29
2,56
2,02
1,63
1,30

64,20
61,22
59,29

75,55
70,36
66,88
63,96
59,94

70,62
66,31
64,15
59,60
56,82

71,76
67,32
64,16
59,54
57,02

0,13
0,10
0,18

1,12
1,11
0,72
0,13
0,10

1,85
0,15
0,74
0,18
0,45

0,68
0,27
0,10
0,14
0,18

15,66
16,17
19,00

10,01
11,78
13,04
15,46
16,63

10,91
14,57
15,80
16,95
18,87

9,41
12,01
13,34
14,96
16,32

83,34
82,10
80,82

88,36
87,52
86,00
84,53
82,27

88,70
87,43
85,84
84,11
82,34

89,53
88,43
86,87
84,88
84,55

Nas Tabelas de 8 a 10, também estdo os valores do comprimento da linha de
amarracdo (CLA) para cada sistema estudado. Nas Figuras de 6 a 9, verifica-se a relagéo
linear entre 0 CLA e a composicdo global do sistema nas temperaturas de estudo, pois 0
CLA ¢ dependente da diferenca da concentracéo do sal e do polimero na fase superior e
na inferior. Sendo assim, a medida que o valor do CLA aumenta, torna-se maior a

diferenca da composicdo entre as fases, elevando, consequentemente, a eficiéncia na

extracdo de uma dada biomolécula.

O conhecimento do comprimento da linha de amarracdo de cada SAB é um

parametro termodinamico, normalmente utilizado para indicar o comportamento da

particdo de biomoléculas, sendo que, quanto maior o CLA, maior seré a particao.
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PEG 1500 + Sulfato de Sédio
PEG 2000 + Sulfato de Sédio
PEG 4000 + Sulfato de Sédio
PEG 6000 + Sulfato de Sédio

CLA

Figura 6: Relacdo linear entre 0 CLA x Sal x PEG a 20°C
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Figura 7: Relagdo linear entre o CLA x Sal x PEG a 30°C
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Figura 8: Relagdo linear entre o CLA x Sal x PEG a 40°C

® PEG 1500 + Sulfato de Soédio

PEG 2000 + Sulfato de Sédio
v PEG 4000 + Sulfato de Sédio
v PEG 6000 + Sulfato de Sédio

CLA

Figura 9: Relagdo linear entre 0 CLA x Sal x PEG a 50°C

A influéncia da temperatura sobre os dados de equilibrio pode ser observada nos

diagramas de fases nas Figuras 5. Para avaliar esse efeito, serdo utilizados os valores da
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inclinacdo da linha de amarragédo (ILA) para os quatros sistemas que estdo descritos na
Tabela 12.

Tabela 12: Influéncia da temperatura sobre a inclinacdo das linhas de amarracao para o
sistema PEG

Linhas de Temperatura (° C)
amarragdo 20 30 40 50
PEG 1500+ sulfato de sodio + agua
1 -2,30 -2,11 -3,20 -3,47
2 -2,38 -2,14 -3,13 -3,13
3 -2,16 -2,13 -2,79 -2,84
4 -2,14 -2,15 -2,57 -2,59
5 -1,96 -2,14 -2,32 -2,37
PEG 2000+ sulfato de sodio + agua
1 -2,25 -2,62 -2,78 -2,83
2 -2,43 -2,52 -2,61 -2,62
3 -2,28 -2,33 -2,47 -2,53
4 -2,24 -2,09 -2,27 -2,26
5 -2,28 -2,06 -2,05 -2,18
PEG 4000+ sulfato de sodio + agua
1 -2,45 -2,14 -2,38 -3,55
2 -2,51 -1,85 -2,23 -3,32
3 -2,31 -1,72 -2,28 -3,10
4 -2,07 -1,63 -2,01 -2,78
5 -2,07 -1,64 -1,80 -2,49
PEG 6000+ sulfato de sodio + agua
1 -2,90 -2,91 -3,37 -3,84
2 -2,63 -2,75 -2,68 -2,88
3 -2,42 -2,83 -2,53 -2,95
4 -2,56 -2,56 -2,47 -2,84
5 -2,26 -2,49 -2,38 -2,70

Na Tabela 12, observa-se que a ILA aumenta, se torna mais negativa, com 0
aumento da temperatura. Este comportamento era esperado, pois a varia¢do da ILA se
deve ao fato de que o aumento da hidrofobicidade, intensificado pelo aumento da
temperatura, promove a migracdo de moléculas de agua de solvatacdo do polimero da
fase superior para a fase inferior. A diminui¢do de moléculas de agua leva ao aumento
da concentracdo de polimero na fase superior e a uma pequena diluicdo na fase inferior
e, como consequéncia, um aumento da ILA. Nos sistemas formados por PEG 1500+
sulfato de sddio + agua, PEG 2000+ sulfato de sddio + agua, PEG 4000+ sulfato de
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sodio + agua, observa-se 0 aumento da inclinagdo da linha de amarracdo (ILA) com o
aumento da temperatura quando comparados os dados para as temperaturas de 30 °C a
50 °C. Este aumento chega a até 79% no sistema PEG 4000+ sulfato de sédio + agua
nas linhas de amarracdo 2 e 3. Este comportamento era esperado porque o0 aumento da
concentracdo do polimero provoca aumento da hidrofobicidade da fase superior. Sendo
assim, o aumento da inclinagdo da linha de amarragcdo acontece em virtude da
transferéncia da &gua da fase superior para a fase inferior, resultando na diminuigdo da
concentracdo de sal na fase inferior e aumento da concentracdo de PEG na fase superior.

Ja em relacdo ao sistema formado por PEG 6000+ sulfato de sodio+agua, foi
observado o aumento da inclinacdo da linha de amarragdo com o aumento da
temperatura. Esta diferenca é mais acentuada quando a diferenca de temperatura é
maior, ou seja, quando a temperatura passa de 20 ° C para 30 °C e de 40 °C para 50 °C,
quando a inclinacdo aumenta 16% em ambos 0s casos. Sendo assim, pode-se observar
que a ILA é um pardmetro que mede como as composi¢Oes das fases variam com a
modificacdo de propriedade do sistema.

Analisando os sistemas 2000+sulfato de so6dio + dgua na LA 1, foi verificada
uma variacdo crescente da ILA em relacdo a temperatura, sendo de 16%, 23% e 25%
nas temperaturas de 30 °C, 40 °C e 50 °C, respectivamente, em relacdo a temperatura de
20 °C. Esta relacdo do aumento da linha de amarragdo em funcdo da temperatura foi
para todos os sistemas. Comportamento similar a este trabalho foi observado por
Zafarani-Moattar e Sadeghi (2001), que verificaram que a inclinacdo e o comprimento
das linhas de amarracdo aumentam com a elevacdo da temperatura. Resultados similares
foram obtidos por Voros et al. (1993) e Mishima et al., (1995) quando estudavam
sistemas contendo PEG e sal.

Segundo Da Silva e Loh (2000), a interacdo entre os ions do sal e o polimero,
na formacdo do SAB, ocorre com absor¢do de energia, ou seja, esta interacdo é
endotérmica. Sendo assim, o favorecimento da interacdo Sal-PEG levaria a diminuicao
da quantidade de sal a ser adicionada aos sistemas para que ocorresse a formacgdo do
SAB, logo, deslocando a curva binodal para regido mais proxima aos eixos do diagrama
de equilibrio. Dessa forma, deve-se fazer a analise entrépica do comportamento do
sistema.

Com o0 aumento da temperatura, a entropia conformacional do polimero
aumenta pelo processo de enovelamento da cadeia e consequente diminui¢cdo da

solubilidade em &gua. Desta forma, ocorre uma transferéncia de agua da fase superior
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para a fase inferior, reduzindo a concentracdo de sal na fase inferior e aumentando a
ILA. Com essa observacdo, confirma-se a predominancia da influéncia da entropia
sobre a entalpia no comportamento dos SABs.

Nos diagramas de fases, pdde ser observada influéncia das temperaturas
estudadas nos sistemas, em razdo de uma pequena expansao da regido bifasica quando
se aumentou a temperatura. Uma tendéncia semelhante tem sido relatada por varios
autores estudados em diferentes temperaturas, como Zafarani-Moattar e Sadeghi (2004),
para PEG6000 + hidroxido de sddio; Oliveira et al. (2008), para PEG4000 + Sulfato de
zinco; Carvalho et al. (2007), de PEG4000 + sulfato de sodio, PEG4000 + sulfato de
litio e PEG4000 + fosfato de potéssio; Da Silva et al. (1997) para PEG1000 + fosfato
bifasico de potassio.

Os sistemas PEG 1500 +sulfato de sddio+ dgua e PEG2000 + sulfato de sodio+
agua ndo apresentaram variacao da regido bifasica com a temperatura, conforme pode
ser observado abaixo (Figura 11 e 12). J& em relagdo aos sistemas PEG 4000 +sulfato
de sddio+ agua e PEG 6000 + sulfato de sodio+ agua em funcdo da temperatura pode
ser observado que, com aumento da temperatura, aumentava a inclinacédo da reta (Figura
13 e 14). Apesar de na regido bifasica terem ocorrido modificacdes significativas com a
temperatura, a inclinacdo da linha de amarragéo teve alteracdo com a variacdo da
temperatura conforme pode ser observado na Tabela 12. Este fato indica que ha uma
variacdo insignificante da variacdo da capacidade calorifica das fases e,

consequentemente, baixa variacdo de entalpia associada ao processo de separagao.
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Figura 10: Efeito da temperatura sobre a regido bifésica na linha de amarragdo

PEG1500: a) temperatura de 20°C e 30 °C e b) temperatura de 40°C e 50°C

PEG 2000 (m/m)

Figura 11: Efeito da temperatura sobre a regido bifasica na linha de amarracdo PEG
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Figura 12: Efeito da temperatura sobre a regido bifasica na linha de amarracdo PEG
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4000: a) temperatura de 20°C e 30 °C e b) temperatura de 40°C e 50 °C
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Figura 13: Efeito da temperatura sobre a regido bifasica na linha de amarracdo PEG

6000: a) temperatura de 20 °C e 30 °C e b) temperatura de 40 °C e 50 °C

Efeito da massa molar do polimero nos diagramas de equilibrio dos sistemas PEG-
Sulfato de Sodio —Agua

As Figuras 14 a 17 relacionam os diagramas formados por PEG (1500, 2000,
4000, 6000), sulfato de sodio e &gua nas temperaturas estudadas. Foi observado um
aumento da regido bifasica nos diagramas formados por polimero de maior massa. O
PEG 6000, para todas as temperaturas de estudo, apresentou uma regido bifasica maior
que a dos demais polimeros. Logo, entende-se que o aumento da massa molar do
polimero provoca um aumento da sua hidrofobicidade, contribuindo para que processo
de segregacdo ocorra com menores quantidades de sal e polimero.

As Figuras 14 a 17 exemplificam como as curvas binodais tornam-se mais
assimétricas e deslocam-se para concentracfes menores de PEG e sal com 0 aumento da
massa molar do polimero para sal na temperatura de estudo. Esse comportamento é
atribuido a diminuicdo de solubilidade do PEG em agua, que aumenta com a elevagéo
da sua massa molar. Por isso, menores concentragdes sdo requeridas para separagéo de
fases. A fase rica em PEG satura-se em concentracOes relativamente baixas com o

aumento da massa molar do polimero. Essa tendéncia estd de acordo com resultados
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experimentais encontrados na literatura (Da SILVA et al., 1997; ZAFARANI-
MOATTAR e SADEGHI, 2001; OLIVEIRA et al., 2008).
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Figura 14: Efeito da massa molar do polimero no sistema na temperatura 20 °C
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Figura 15: Efeito da massa molar do polimero no sistema na temperatura 30 °C
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Figura 16: Efeito da massa molar do polimero no sistema na temperatura 40 °C
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Figura 17: Efeito da massa molar do polimero no sistema na temperatura 50 °C

Nas Figuras 18 e 19, pode-se comparar o efeito da massa do PEG 1500 com
PEG 2000 e o PEG 4000 com PEG 6000, respectivamente, na temperatura de 30 °C.
Além do aumento da regido bifasica com maior massa molar do polimero, verifica-se
que existe um aumento da inclinacdo da linha de amarracéo dos sistemas na temperatura
de 30 °C.
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Figura 18: Efeito da massa molar no sistema de PEG 1500 E PEG 2000 na
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Figura 19: Efeito da massa molar no sistema de PEG 4000 E PEG 6000 na
temperatura de 30 °C

Propriedades fisicas

As propriedades fisicas da fase superior e inferior em sistemas ternarios
apresentam caracteristicas distintas em relagdo a composicdo e temperatura. Essas

informagdes sdo necessarias para a concepgdo e aumento de escala de producéo de
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processos de extracdes. Portanto, nas Tabelas de 13 a 16 estdo apresentados os valores
experimentais da viscosidade (n/mPa.s), da densidade (g.cm®) e do indice de
refracdo(Ny) das fases dos sistemas compostos por PEG 1500+ sulfato de sédio+ &gua;
PEG 2000+ sulfato de sodio+ &gua; PEG 4000+ sulfato de sddio+ agua; PEG 6000+
sulfato de sédio+ agua nas temperaturas de (20, 30, 40, 50)°C no pH 2.

Tabela 13: Densidade, indice de refracdo e viscosidade para sistemas compostos por
PEG1500+sulfato de sodio+ agua em diferentes temperaturas

Fase superior Fase inferior
LA -3 -3
g.cm N1d ni/mPa.s g.cm Nog ni/mPa.s

20°C

1 1078,361 1,366 8,848 1137,345 1,355 3,549

2 1080,296 1,370 12,497 1159,921 1,357 3,699

3 1083,042 1,368 15,147 1175,624 1,353 3,749

4 1085,866 1,385 18,746 1194,085 1,357 3,849

5 1086,406 1,374 24,195 1213,742 1,362 3,899
30°C

1 1076,995 1,358 5,849 1117,777 1,354 2,999

2 1078,803 1,373 8,898 1137,763 1,355 3,149

3 1080,585 1,376 10,398 1153,150 1,353 3,299

4 1081,026 1,369 17,146 1182,438 1,359 3,399

5 1081,943 1,369 19,447 1194,884 1,361 3,599
40°C

1 1072,479 1,353 6,449 1125,385 1,352 2,100

2 1073,291 1,359 7,998 1143,312 1,351 2,399

3 1073,304 1,370 8,248 1151,069 1,355 2,449

4 1074,818 1,358 10,948 1177,620 1,354 2,499

5 1074,905 1,356 11,997 1190,331 1,346 2,549
50°C

1 1061,175 1,358 23,995 1100,540 1,346 1,650

2 1063,413 1,354 26,994 1117,033 1,348 1,850

3 1066,416 1,357 32,793 1133,645 1,351 2,399

4 1067,996 1,354 39,392 1157,681 1,333 2,399

5 1071,928 1,359 43,648 1169,459 1,351 2,649

Tabela 14: Densidade, indice de refracdo e viscosidade para sistemas compostos por

PEG 2000+sulfato de sddio+ dgua em diferentes temperaturas

LA , Fase superior Fase inferior
g.cm’ N mi/mPas g.cm® Nag  ma/mPas
20°C
1 1078,755 1,357 9,048 1117,663 1,352 2,999
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2 1080,695 1,367 11,897 1136,408 1,339 3,299
3 1081,073 1,371 16,046 1154,728 1,355 3,499
4 1083,081 1,375 21,445 1175,315 1,356 3,599
5 1084,734 1,378 24,944 1189,272 1,359 3,599
30°C
1 1108,002 1,361 7,548 1122,590 1,352 3,149
2 1074,024 1,374 16,496 1124,999 1,351 3,299
3 1076,676 1,375 14,896 1150,365 1,355 3,399
4 1080,13 1,377 17,296 1168,825 1,357 3,449
5 1080,435 1,370 21,395 1203,267 1,360 3,599
40°C
1 1068,315 1,360 6,198 1099,715 1,349 2,099
2 1069,619 1,366 7,898 1133,984 1,350 2,249
3 1069,963 1,380 10,397 1140,626 1,351 2,399
4 1072,793 1,364 10,847 1157,021 1,354 1,699
5 1074,88 1,380 16,496 1176,971 1,355 1,599
50°C
1 1060,114 1,352 5,898 1097,772 1,346 2,399
2 1063,308 1,352 7,898 1116,835 1,350 2,699
3 1066,031 1,354 9,048 1131,410 1,348 2,999
4 1066,931 1,373 10,597 1150,545 1,356 2,999
5 1070,074 1,366 12,947 1168,710 1,346 3,149

Tabela 15: Densidade, indice de refracdo e viscosidade para sistemas compostos por
PEG 4000+sulfato de sédio+ agua em diferentes temperaturas

A Fase superior Fase inferior
g.cm” Nid  my/mPas g.cm’ Nag  mu/mPas

20°C

1 1078,144 1,376 25,045 1149,029 1,355 2,699

2 1080,819 1,372 34,643 1159,059 1,353 3,599

3 1087,268 1,370 40,391 1178,408 1,355 3,749

4 1088,198 1,378 57,188 1196,385 1,360 3,749

5 1090,945 1,383 65,536 1203,422 1,361 3,899
30°C

1 1071,487 1,369 13,497 1110,344 1,354 3,599

2 1075,533 1,374 23,145 1130,190 1,350 3,599

3 1079,572 1,370 27,444 1148,422 1,352 3,599

4 1081,384 1,365 35,242 1173,374 1,356 3,299

5 1084,344 1,380 45,940 1197,008 1,355 4,049
40°C

1 1048,047 1,354 10,698 1132,455 1,353 2,499

2 1066,802 1,379 17,796 1109,013 1,349 3,149

3 1069,402 1,374 23,645 1132,141 1,351 3,299

4 1073,751 1,359 30,993 1142,887 1,352 3,499
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5 1078,539 1,366 41,991 1186,546 1,356 3,850
50°C

1057,593 1,348 7,148 1079,030 1,345 2,100

1060,976 1,347 12,497 1093,508 1,345 2,250

1063,447 1,372 18,196 1107,898 1,351 2,100

1072,382 1,357 25,844 1140,012 1,351 2,399

1078,965 1,367 31,693 1196,175 1,342 2,699

g b~ wnN -

Tabela 16: Densidade, indice de refracdo e viscosidade para sistemas compostos por

PEG 6000+sulfato de sddio+ agua em diferentes temperaturas

LA , Fase superior Fase inferior
g.cm’ Nid  mi/mPas g.cm’ Naq n/mPa.s
20°C
1 1075,340 1,349 25,745 1118,312 1,349 2,699
2 1078,150 1,361 42,491 1133,674 1,351 2,999
3 1079,978 1,353 54,938 1147,166 1,354 3,299
4 1082,381 1,372 62,383 1164,798 1,355 3,599
5 1084,628 1,385 71,385 1181,881 1,356 3,699
30°C
1 1067,907 1,358 10,678 1082,711 1,347 1,680
2 1070,650 1,355 13,947 1097,654 1,347 2,250
3 1070,699 1,368 18,046 1114,273 1,350 2,399
4 1071,228 1,361 31,543 1116,778 1,351 2,549
5 1072,405 1,359 44,790 1127,960 1,353 2,699
40°C
1 1061,696 1,351 15,197 1090,881 1,345 2,749
2 1064,725 1,352 19,546 1106,030 1,348 2,999
3 1068,717 1,364 32,993 1121534 1,344 3,149
4 1071,733 1,377 43,141 1136,232 1,351 3,199
5 1074,084 1,372 54,888 1153,939 1,352 3,299
50°C
1 1054,527 1,345 13,397 1074,381 1,339 1,250
2 1057,551 1,355 17,246 1092,127 1,344 1,265
3 1060,799 1,349 24,045 1111,620 1,341 1,295
4 1063,405 1,367 35,742 1131,541 1,356 2,150
5 1066,207 1,372 42,691 1146,090 1,356 2,220

Na Tabela 13, observa-se que a densidade das fases superior e inferior do
sistema composto por PEG 1500+sulfato de sodio+ &gua na temperatura de 20°C variou
de 1078,361 g.cm™ a 1086,406 g.cm® e 1137,345 g.cm™a 1213,742 g.cm>,
respectivamente. Por meio da analise dos dados, verificou-se um aumento da densidade

com a elevacgéo das concentragdes dos constituintes dos sistemas, tanto na fase superior,
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quanto na fase inferior. Além disso, pode-se averiguar que a fase inferior, composta
majoritariamente por sal e 4gua, é mais densa que a fase superior, rica em PEG e &gua,
conseguintemente, a formagdo de fase ser4 mais rapida em razdo da maior densidade
dos constituintes da fase inferior, principalmente. Estas observagdes também podem ser
feitas para as temperaturas de 30 °C 40 °C 50 °C. O mesmo comportamento foi
verificado para os outros sistemas compostos por PEG2000+ sulfato de sédio+ agua,
PEG4000+ sulfato de sodio+ &gua, PEG6000+ sulfato de sddio+ agua, nas temperaturas
estudadas, descritas nas tabelas 14,15 e 16, respectivamente.

Pdde ser verificado que a fase superior, rica em PEG, é mais viscosa que a fase
inferior rica em sal. Avaliando o aumento da concentragdo dos constituintes nas linhas
de amarragéo, foi constatado um aumento da viscosidade nos sistemas compostos por
PEG15000+ sulfato de sodio+ agua PEG2000+ sulfato de sodio+ agua, PEG4000+
sulfato de sodio+ 4gua, PEG6000+ sulfato de sodio+ agua, nas temperaturas estudadas
(Tabelas 13, 14 , 15 e 16). Podendo-se concluir que o aumento da viscosidade é em
razdo da diminuicdo da solubilidade do PEG com a agua a medida que aumenta a
concentracdo de PEG. Por outro lado, observou-se que o aumento da temperatura do
sistema leva a diminuicdo da viscosidade das solu¢cdes com maior impacto sobre a
solucdo polimérica.

No sistema PEG 1500+sulfato de sodio+agua, na linha de amarracdo 5, a
diferenca da viscosidade foi 620% entre a fase superior e inferior. Segundo Rao et al.
(1991), alta diferenca de viscosidade entre as fases é ideal em termos operacionais, pois
diminui o tempo de separacao.

De acordo com Machado (1999), estudando sistemas compostos por PEG +
maltodextrina, pode-se verificar 0 aumento da densidade e viscosidade com a elevacao
da concentracdo e da massa molar dos constituintes do sistema. Este comportamento foi
observado por Kalaivani et al. (2012).

Diante disso, para o processo de extracdo pelo SAB, o ideal € apresentar valores
de viscosidade baixos, o que é altamente benéfico em processos industriais, pois 0s
sistemas de baixas viscosidades favorecem a transferéncia de massa da biomolécula
entre as duas fases e melhoria na manipulacdo. Entretanto a escolha do sistema de maior
eficiéncia ira depender da caracteristica do soluto de extracao.

Em relagdo ao indice de refracdo nos sistemas PEG1500+sulfato de sédio+agua,
PEG2000+ sulfato de sédio+ &gua, PEG4000+ sulfato de sédio+ agua, PEG6000+

sulfato de sddio+ agua para todas as temperaturas, houve uma diminuicgéo irrelevante.
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Observou-se que a fase superior apresenta valores maiores que a fase inferior, por causa
do aumento da densidade, que torna a propagacdo de luz mais dificil. Este
comportamento descrito foi também relatado na literatura para solugdes contendo
polimeros de diferentes massas molares (SANTOS et al., 2012).

Particdo da antocianina do jamelao

Foram realizados experimentos de particdo da antocianina do jameldo em sistemas
aquosos bifasicos formados por PEG 1500+ sulfato de sddio+agua, PEG 2000+ sulfato
de sddio+agua, PEG 4000+ sulfato de sodio+agua e PEG 6000+ sulfato de sédio+agua,
nas temperaturas de 20 °C e 40 °C, no pH 2. A Figura 25 mostra sistemas constituidos
por PEG 1500+sulfato de sodio nas temperaturas de 20 °C e 40 °C, nos quais foi
realizada a particdo do extrato da antocianina POde-se observar que o extrato se
concentra na fase superior do sistema (fase rica em polimeros), fornecendo-lhe uma

coloracdo rosa e amarela para a temperatura de 20 °C e 40 °C, respectivamente.

(@) (b)

Figura 20: Foto da particdo da antocianina no sistema formado por PEG1500+sulfato
de sédio+ agua pH 2: a) temperatura de 20 °C; b) temperatura de 40 °C.

As antocianinas, como 0s demais corantes naturais, apresentam problemas de
estabilidade. A particdo na temperatura de 40 °C apresentou uma cor amarela
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significando que ocorreu degradacdo das antocianinas. A degradacdo pode ocorrer
desde a extragdo, purificacdo dos pigmentos até o processo de estocagem. Estes sdo 0s
fatores que afetam a estabilidade: estrutura e concentracdo, pH, temperatura, luz,
presenca de copigmento, associacdo independente, ions metalicos, enzimas, oxigénio,
acido ascérbico, agucares e produtos de sua degradacéo, proteinas e dioxido de enxofre
( FRANCIS, 1989; MAZZA E MINIATI, 1993; RODRIGUEZ-SAONA et al., 1999).
Segundo Jackman et al. (1987), a mudanca da pigmentacao do vermelho para o amarelo
pode ser pelo tratamento com calor; e estudos constatam que a elevagdo da temperatura
provoca aumento logaritmico na degradacdo das antocianinas, com aparecimento da
forma molecular chalcona (DYRBYet al. 2001).

Em razéo da degradagéo na antocianina na temperatura 40 °C, foi quantificada
a particdo da antocianina somente a temperatura de 20 °C. Os valores experimentais
estdo descritos na Tabela 17, sendo apresentados os valores dos coeficientes de parti¢do
e os valores de recuperacdo tedrica (%) da antocianina na fase superior. Observa-se que
os valores de recuperacdo tedrica, maiores que 84,00%, sdo considerados elevados para
todos os sistemas avaliados. Pode-se concluir que os sistemas formados por PEG e
sulfato de sodio nas condicGes avaliados neste trabalho sdo adequados para

concentragdo da antocianina da fase superior.

Tabela 17: Coeficientes de particdo e recuperacdo teodrica da antocianina e CLA nos
sistemas PEG1500+sulfato de sddio + agua, PEG 2000+sulfato de sodio + agua PEG
4000+sulfato de sodio + agua PEG 6000+sulfato de sddio + dgua na temperatura de 20
°C, pH 2.

LA PEG 1500 PEG 2000
CLA KP Ysup (%) CLA KP Ysup (%)
1 25,12 25,00 97,95 20,76 11,00 91,66
2 32,51 28,00 98,21 24,25 13,00 92,85
3 36,47 29,00 97,43 29,53 21,00 97,14
4 41,70 37,50 97,50 33,79 24,00 94,73
5 45,40 41,00 92,85 41,67 32,50 95,65
PEG 4000 PEG 6000
1 31,23 15,05 93,93 26,53 15,00 92,85
2 34,88 15,75 86,66 31,38 17,00 84,21
3 37,49 15,00 93,33 34,46 18,66 95,65
4 40,48 16,00 94,12 38,55 20,00 92,00
5 42,94 21,00 95,45 42,12 25,50 88,88
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O efeito do comprimento da linha de amarracdo na parti¢cdo da antocianina nos
sistemas estudados é apresentado na Figura 21. Com o aumento do CLA, houve um
aumento do coeficiente de particdo da antocianina para a fase superior para todos 0s
sistemas. A medida que aumenta a composicdo de PEG e sal, 0 nimero de polimeros
envolvidos na separacdo da antocianina também aumenta, resultando em um maior

coeficiente de particéo.

50 '7/
® PEG 1500
O PEG 2000
0] v PEG4000 .
A PEG 6000 .
o
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Figura 21: Coeficiente de particdo (K) da antocianina em funcdo do CLA dos SABs
formados por PEG1500+sulfato de soédio + &gua, PEG 2000+sulfato de sédio + &gua
PEG 4000+sulfato de sddio + dgua, PEG 6000+sulfato de sddio + 4gua na temperatura
de 20°C, pH 2.

Como pode ser observado na Figura 21, o aumento da massa molar do PEG
diminui de maneira expressiva o coeficiente de particdo da antocianina, por causa do
aumento da hidrofobicidade da fase superior. Este comportamento também foi
observado por Mageste et al. (2009), quando estudava particdo do corante carmim em
sistema formado por PEG 1500 e por copolimero L35. Os autores constataram que,
quando trocava o sistema do SAB PEG 1500 pelo copolimero L35, o coeficiente de
particdo diminuia. Este fato indica que o corante carmim € hidrofilico e ndo se

solubiliza no interior hidrofébico, o0 mesmo pode ser concluido para antocianina.
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CONCLUSAO

Foram construidos diagramas compostos por PEG 1500+ sulfato de
sodio+agua, PEG 2000+ sulfato de sodio+agua, PEG 4000+ sulfato de sddio+agua,
PEG 6000+ sulfato de sédio+agua, nas temperaturas de (20, 30, 40, 50) °C no pH 2.
Constatou-se que o efeito da temperatura sobre os sistemas ndo apresentou grandes
variacBes na regido bifésica. Porém, houve um aumento na inclinacdo da linha de
amarracdo a medida que a temperatura ia aumentando, podendo-se concluir que ocorreu
transferéncia das moléculas de agua da fase superior para a fase inferior. PGde-se
também constatar que o aumento da massa molar ocasionou um aumento da regido
bifasica em todas as temperaturas de estudo.

Foram determinados experimentalmente valores de viscosidade, densidade e
indice de refracdo para todos os sistemas estudados. Em relacdo as propriedades fisicas
viscosidade e densidade sob o efeito da concentracdo, houve aumento dessas
propriedades com o aumento dos constituintes dos sistemas, tanto na fase polimérica,
qguanto na salina. Entretanto, o indice de refracdo ndo sofre efeito significativo com o
aumento da concentracao.

Os sistemas aquosos bifasicos podem ser uma alternativa para a purificacdo da
antocianina do jameldo. Este estudo revelou que as moléculas de antocianina
particionam preferencialmente para fase superior, rica em macromoléculas, de cada
sistema.

A parti¢do da antocianina na temperatura de 20 °C foi maior para o sistema de
PEG 1500, em razéo do aumento da hidrofobicidade quando houve o aumenta da massa
molar do polimero. Por causa deste fato, pode-se concluir que a antocianina é

hidrofilica.
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