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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento de particdo de corantes curcumindides
oriundos do rizoma em pé do acafrdo em sistemas aquosos bifasicos formados por polimero +
sal + agua. Foram utilizados os SAB formados por PEG1500+Na>,CO3, PEG1500+Na2SO0s,
PEG400+Na2SO4 e PEG1500+NaOH em diferentes temperaturas e comprimentos de linhas de
amarragédo. Todos os diagramas foram obtidos da literatura com excecéo do sistema formado
por PEG1500+Na,CO3+H.0. O comportamento de particdo da curcumina foi analisado
baseado nos principios da termodinamica classica por meio dos parametros A«G, AxH ¢ AuS.
O processo de transferéncia dos corantes entre as fases exibe coeficientes de parti¢do (K) maior
que um (K>1) em todos os sistemas estudados em pH = 12. Em sistemas com pH =100 K é
menor que um (K<1) na maioria dos casos. O comportamento de particdo é fortemente
influenciado pelo pH, temperatura, natureza do eletrélito e composicéo das fases. Os sistemas
formados por PEG1500+Na,COs obtiveram maiores coeficiente de particdo quando
comparados aos sistemas formados por PEG1500 ou 400 + Na,SO4 e PEG1500+NaOH. Os
parametros termodinamicos de transferéncia foram obtidos usando as equac@es classicas da
termodindmica por meio do coeficiente de particdo. Os calculos revelam que A«G é negativo
em todos os sistemas estudados mostrando que o processo de transferéncia dos corantes para a
fase superior é espontaneo a temperatura e pressdo constantes. Os célculos de AxH e AuS
mostram que ambas as variaveis termodindmicas contribuem para a transferéncia dos corantes
para a fase rica em polimero. A andlise dos resultados mostra que ha interacdes especiais dos
corantes (entalpicas e entrdpicas) com o polimero garantindo uma transferéncia majoritaria dos
corantes para a fase superior. Os resultados obtidos mostram claramente a viabilidade técnica
de um novo processo para purificacdo/separacdo de corantes presentes no acafrao utilizando
sistemas formados por polimero, 4gua e sal em meio alcalino.

Palavras-chave: Sistema aquoso bifasico (SAB). Coeficiente de particdo. Curcumina. Corante
natural. Corante curcumindides. Acafréo.



ABSTRACT

The objective of this work was to study the partitioning behavior of natural dye turmeric powder
in aqueous two-phase systems (ATP) composed of polymer + salt + water. The ATP formed
by PEG1500 +Na2,COs, PEG1500 + Na2SO4, PEG400 + Na2SO4 and PEG1500 + NaOH were
used for the partitioning experiments at different temperatures and tie line lengths (TLL). All
the phase diagrams used were obtained from the scientific literature except the system formed
by PEG1500+Na,COs, which was built. The curcumin partitioning behavior was analyzed
based on the principles of classical thermodynamics using the AvG, AwrH and A«S parameters.
The dye transfer process between the phases exhibited partition coefficients (K) greater than
one (K> 1) in all systems studied at pH = 12. In systems with pH = 10, K is less than one (K
<1) in most cases. The partitioning behavior was shown to be strongly influenced by the pH,
the temperature, the nature of the electrolyte and the composition of the phases. The systems
formed by PEG1500 + Na,COs obtained the highest partitioning coefficients when compared
to the systems formed by PEG1500 or 400 + Na;SOs and PEG1500 + NaOH. The
thermodynamic transfer parameters were obtained using the classical thermodynamic equations
by means of the partition coefficient. The results of the AxG obtained by calculations were
negative in all systems studied, showing that the dye transfer process to the top phase is
spontaneous at constant pressure and temperature. The calculations of AyH and A«S showed
that both thermodynamic variables contributed to dye transfers to the polymer-rich phase. The
results showed that there are special interactions between the dyes (enthalpic and entropic) and
the polymer, guaranteeing a major transfer of the dyes to the top phase. The results obtained
clearly show the technical viability of a new process for purification / separation of dyes present
in turmeric by using systems formed by polymer, water and salt in alkaline environment.

Key words: Aqueous Two-Phase Systems (ATPS). Partition coefficients. Curcumin. Dye
curcuminoid. Turmeric.
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1 INTRODUCAO

A cor de um produto esta totalmente relacionada com sua aceitacdo pelo consumidor
exercendo efeito estimulante ou inibidor na sua aquisicéo. A aparéncia de um produto antecipa-
se na recepgéo a todas as outras informacdes e pode produzir respostas fortes pelo consumidor
como: “sensacao de agua na boca”. A frase “A beleza ¢ fundamental” do poeta Vinicius de
Moraes é também seguida a risca pela industria de alimentos que recorre a varios corantes
sintéticos e naturais para melhorar a aparéncia dos produtos e atrair o consumidor. A industria
tem buscado substituir corantes sintéticos por corantes naturais, devido ao fato destes
apresentarem baixo risco a salde dos consumidores. Por essa razdo, a demanda de corantes
naturais pela industria tem aumentado substancialmente, pois a populacdo tem evitado o
consumo de produtos que séo coloridos artificialmente. Neste contexto o corante natural tem
encontrado um grande espago de uso na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica.

Os corantes curcuminoides sdo encontrados naturalmente nos rizomas do acafrdo
(Curcuma long L.) e exibem coloracdo amarelo ouro in natura. Eles sdo amplamente utilizados
como condimento alimenticio e possuem atividades antimicrobianas e antioxidantes que lhe
conferem a possibilidade de uso nas areas alimenticia, medicinal, téxtil e cosméticos. As
espécies quimicas que lhes conferem a cor sdo formadas basicamente por trés analogos de
cromoforos curcumindides: A curcumina (CC) e seus dois derivados dimetoxilados, a dimetoxi-
curcumina (DMC) e a bis-dimetoxi-curcumina (BDMC).

Existem inUmeras técnicas capazes de remover 0s corantes oriundos do rizoma, sendo
aextracdo liquido-liquido (ELL) a mais empregada. Os solventes sdo em sua maioria compostos
organicos volateis. Todavia, 0 uso desta técnica classica apresenta varios problemas de ordem
ambiental e de saude devido a alta toxicidade dos compostos utilizados. Neste sentido é
necessario o uso de novas tecnologias de extracdo que visem a reducdo ou eliminacdo de
produtos nocivos ao meio ambiente em acordo com os principios da quimica verde
(LENARDAO et al., 2003).

Dentro deste contexto, os sistemas aquosos bifasicos (SAB) se destacam como
processo de extracdo liquido-liquido (ELL) ambientalmente seguro, podendo ser utilizado para
extrair e recuperar muitos tipos de moléculas de interesse biotecnoldgicos, tais como proteinas,
peptideos e outras pequenas moléculas bioativas. Os Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) sao
sistemas constituidos em sua grande parte por agua, sendo seus demais constituintes polimeros
e sais (compostos de baixa toxidade e ndo inflamaveis), o que torna esse sistema de extracdo

seguro. Estes sistemas tém um enorme potencial de extracéo e separagdo de biomoléculas como
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0s corantes curcuminoides. A literatura descreve uma extensa quantidade de combinagdes de
substancias quimicas capazes de originar um Sistema Aquoso Bifasico (SAB). Estas
combinag6es sdo obtidas por tentativa e erro, uma vez que nao ha uma teoria capaz de prever
quais relacGes entre as espécies quimicas resultariam na segregacdo de fases e
consequentemente a formacao destes sistemas.

O presente trabalho tem como objetivo geral o estudo da particdo/extracdo dos corantes
curcuminoides presentes no acafrdo, utilizando sistemas aquosos bifasicos, com vistas ao
desenvolvimento de um processo eficiente, economicamente viavel e ambientalmente seguro
para a obtencdo de corantes curcumindides com elevado grau de pureza a partir do rizoma do
acafrdo além dos objetivos especificos: Analisar os efeitos da temperatura, natureza do
polimero, natureza do eletrolito e efeito do pH na particéo de corantes curcumindides, avaliando

0s parametros termodindmicos entalpicos e entropicos na particdo de corantes curcuminoides.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Corantes/Aditivos

De acordo com o item 1.2 da Portaria 540/97 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude (SVS — MS),

Corantes sdo aditivos alimenticios definidos como toda substancia que confere,
intensifica ou restaura a cor de um alimento, 0s sucos e extratos vegetais estdo
excluidos desta definicdo. Existem trés categorias de corantes permitidas pela
legislagdo para uso em alimentos: os corantes naturais, o corante caramelo e os
corantes artificiais. Considera-se corante natural, o pigmento ou corante inécuo
extraido de substancia vegetal ou animal. O corante caramelo é o produto obtido a
partir de aclcares pelo aquecimento em temperatura superior ao seu ponto de fuséo e
ulterior tratamento indicado pela tecnologia. J& o corante artificial € a substancia
obtida por processo de sintese (com composicao quimica definida) (BRASIL, 1997,

n.p.).

O uso de aditivos quimicos pela industria alimenticia € um dos avancos tecnoldgicos
mais questionados atualmente (RITA, 2009).

A literatura reporta um vasto portfélio de processos tecnoldgicos de extracdo liquido-
liquido (ELL) que recorrem a solventes organicos volateis, toxicos, cancerigenos e inflamaveis
para efetuar a purificacdo/pré-concentracdo de inimeras moléculas com finalidades de explorar
seus potenciais econdmicos e cientificos (DA SILVA, 2005)

Inimeras agéncias de protecdo ambiental de varios paises, tem instigados 0s governos
a criarem leis ambientais mais severas que visam minimizar a utilizacdo de espécies quimicas
potencialmente prejudiciais a saude humana e ao ecossistema (NAMEROFF; GARANT,;
ALBERT, 2004).

“Alimentos ‘mais limpos’ e saudaveis sera objetivo futuro da inddstria de alimento,
introduzindo nos seus produtos aditivos naturais. O uso de corantes naturais sera a estratégia de

sucesso das grandes empresas do setor para diferenciar da concorréncia” (QUIROGA, 2016).

2.2 Acafrao

0 acafrdo é uma planta que tem sua origem na Asia (leste indiano) e foi introduzida no
Brasil pelos colonizadores. O nome cientifico do acafrdo € Curcuma long L., pertencente a
familia das Zingiberdcea e produtora de rizomas (raizes/tubérculos) tradicionalmente

conhecidos no mercado internacional como “turmeric” (DUARTE et al., 1989). Ela ¢
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conhecida popularmente como acafroa, acafrdo-da-terra, gengibre amarelo e circuma. O
acafrdo é cultivado em paises como: india, China, Peru, Haiti, Paquistdo e Brasil. Atualmente
a maior produtora desta planta é a India e detém aproximadamente 80% da producdo mundial
com uma produtividade média de 22 t.ha de rizoma in natura. Segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) o Brasil cultiva o acafrdo nos estados de Sao Paulo, Minas
Gerais e Goias. O municipio de Mara Rosa (GO) se destaca como o maior produtor brasileiro
e responsavel por 90% da producdo nacional (SEBRAE, 2007). A producdo brasileira
corresponde a 1% da producdo mundial tendo uma produtividade média em algumas regides da
ordem de 16,5 t.ha! do produto verde (in natura) e 3,2 t.ha™ do produto processado seco, com
a vantagem de a colheita ser realizada na entressafra indiana (junho a setembro) agregando
maior valor ao nosso acafrio (MARQUES; BIANCHINI; BATISTA, 2015). Os principais

importadores desta especiaria sdos os Estados Unidos, Alemanha, Japédo e Holanda.

Figura 1 - Rizomas do acafrdo da terra/corante curcumingides

Fonte: https://www.brasildefato.com.br/2017/04/27/acafrao-tem-acao-anti-inflamatoria-e-antibacteriana

O interesse nos ultimos anos pela cdrcuma tem aumentado, devido ao fato dela conter
pigmentos naturais curcuminéides de cor similar a tartrazina, que € um corante amarelo
sintético muito utilizado na industria alimenticia e farmacéutica, porém estudos apontam que
seu uso tem provocado reacdes adversas a saide humana (SOMASUNDARAM et al., 2002).
A clrcuma é bastante conhecida e explorada pela medicina asiatica tradicional, sendo

amplamente utilizada como digestivo, cominativo, antiespasmodico, antioxidante,
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antidiarreico, diurético, excitante, nas doencas do figado, como ténico no tratamento de Ulceras,
no tratamento de tosses e resfriados comuns e, externamente, como pomada na cicatrizagéo de
feridas (GOVINDARAJAN, 1980).

2.3 Curcumina

A curcumina é o principal corante presente nos rizomas da cdrcuma (Cudrcuma longa
L.). Além de ser utilizada como corante e condimento, apresenta substancias antioxidantes e
antimicrobianas que lIhe conferem a possibilidade de emprego nas areas de cosméticos, téxtil,
medicinal e de alimentos.

Os corantes encontrados no acafrdo estdo localizados no rizoma desta planta e
possuem uma coloracdo amarelo ouro e sdo extraidos, atualmente, com solventes organicos
como metanol e éter de petroleo devido sua baixa solubilidade em agua. O rizoma contém
de 2,5 a 8,0 (%m/m) do principal croméforo, que € conhecido como curcumina (ARAUJO,
1999). Alguns estudos mostram que é possivel solubilizar a curcumina em agua utilizando-
se substancias capazes de criar um ambiente micelar e através da complexacdo de curcumina
com ciclodextrina (TONNESEN; MASSON; LOFTSSON, 2002). A curcumina comercial
contém basicamente trés tipos de compostos croméforos curcumindides com as seguintes
composi¢cdes massicas aproximadas: Curcumina | - 80%, Il - 17%e Il - 3% (CHIGNELL
et al., 1994). Os trés componentes apresentam espectro de absor¢do maxima na faixa de
420 a 425 nm em alcool, o que justifica a pratica usual de se expressar a cor total como
curcumina (1AL, 2008).

Figura 2 - Estruturas quimicas bidimensionais e nomes oficiais IUPAC dos corantes
curcuminoides

H3C
~o
"
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5 O O ok 7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hept-1,6-dien-3,5-
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Fonte: ACD/ChemSketh® Freewere Versdo 2018.
Figura 3 — Hipotese de estruturas quimicas em 3D espaciais dos corantes curcumingides

Curcumina — |
Curcumina— Il - DMC
Curcumina— Il - BDMC

Fonte: ACD/ChemSketch® Freeware Versao, 2018.

Os corantes curcumindides sdo formados por compostos polifendlico responsaveis
pela cor amarela caracteristica dos rizomas da C. longa. O rizoma possui também um
6leo essencial (3 a 5%), de cor laranja, rico em sesquiterpenos.

A curcumina apresenta absorcdo maxima entre 415 e 420nm em acetona, coloracao
amarela brilhante na faixa de pH de 2,5 — 7,0 e coloragdo vermelha em pH > 7. A curcumina
apresenta uma larga banda de fluorescéncia em acetonitrila (Amax = 557 nm) ou em solugado

micelar (Amax = 557 nm) (DAHL et al., 1994). Produz oxigénio singlete (molécula de

oxigénio muito reativa, representada por '0), ap6s irradiagdo (Amax> 400 nm) em tolueno
ou acetonitrila (DAS, 2002).

2.3.1 Propriedades Medicinais/Farmacoldgicas da curcumina

Inimeros estudos mostram que a degradac¢ao da curcumina € um processo complexo,
que depende do pH e da exposicao da solugcdo do composto a radiacdo na regido UV/VIS
(DAHL etal., 1994). Estes trabalhos serviram de base para ensaios fotobioldgicos para medir
a atividade da curcumina frente a sistemas com bactérias usadas como indicador. Na
presenca de radiacdo na regido do visivel, a curcumina se mostrou como fototéxica para

Salmonella typhimurium e Escherichia coli em baixas concentracfes (TONNESEN et al.,
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1987). A fototoxicicidade da curcumina possibilita a criagdo de fototerapias para tratamento
de doencas, como a psoriase, cancer e doencas de origem bacteriana e viral.

Estudos indicam uma enorme variedade de atividades farmacoldgicas do corante natural
curcumina como: anti-inflamatério, antioxidante, anticancerigena, antiviral e antibacteriana
(ARAUJO; LEON, 2001). Todas estas atividades foram observadas in vitro e in vivo (ratos).

Claeson et al. (1993), realizaram estudos e sugeriram que a agdo responsavel pela
atividade anti-inflamatoria estd associada a existéncia de grupos dicarbonilicos e das duplas
ligacGes conjugadas (dienos) presentes na molécula da curcumina. Aparentemente estes grupos
quimicos sdo responsaveis pela atividade antiparasitaria.

Segundo a OMS — Organizacdo Mundial da satde, o cancer é responsavel por 31,7%
das mortes nos EUA e 9,5% na india. A alimentacao dos indianos, rica em curry, pode explicar
a incidéncia menor da doenca no pais. Mas, embora o estilo de vida seja um fator importante
no desenvolvimento do cancer, ndo se pode esquecer que nos EUA as pessoas vivem mais.
Como ha mais idosos, a incidéncia de céncer tenderia a aumentar. Devido a sua alta
lipofilicidade (tem afinidade e é soluvel em lipidios/gorduras) os corantes curcumindides
possuem melhor penetracdo na pele (ARAUJO et al., 1999) o que pode facilitar o
desenvolvimento de produtos cosméticos/farmacéuticos que ajudam na prevencao e/ou
tratamento de doencas dermatolégicas.

Atualmente ocorre uma crescente preferéncia dos consumidores por alimentos livres de
cores sintéticas. Na Europa essa preferéncia € muito mais intensa devido uma legislacao
bastante atuante. Nos EUA, Japdo e Australia a utilizacdo de corantes naturais em alimentos
vem ganhando muita for¢a nos Gltimos anos. No Brasil ha apoio de 6rgéos publicos a empresas
alimenticias para que utilizem corantes naturais, especialmente em alimentos infantis. A
curcumina pura ndo é ideal para aplicagdo direta em alimentos, devido a sua baixa solubilidade
em agua é necessario converté-la em forma adequada para uso. E comum misturar a curcumina
com solventes e emulsificantes de grau alimenticio. Alem dessa forma, é possivel encontrar

suspensdes de curcumina em 6leo vegetal.

2.4 Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB)

O Sistema Aquoso Bifasico (SAB) foi descoberto por Beijerinck em 1896, quando
misturou solugdes aquosas de agar e gelatina variando as concentragcdes e temperatura,

ocorrendo espontaneamente a separacdo das fases quando em repouso (RODRIGUES, 2009).
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Ap0s a década de 80, os SAB foram utilizados na extracdo de varios solutos como: nano
particulas, complexos inorganicos e purificar ou pré-concentrar compostos hidrofébicos, que
sempre foi considerado como uma limitacdo do uso da técnica (BRAAS; WALKER,;
LYDDIATTI, 2000).

Pesquisas de novos SAB tem ganho destaque atualmente devido as legislacdes
ambientais cada vez mais rigidas e com a necessidade de geracdo de metodologias
ambientalmente segura além de ter sido considerada uma ferramenta de grande potencialidade
e de alto desempenho (MARTINS et al., 2009).

Os SAB (em inglés Aqueous Two Phase Systems (ATPS)) desempenham um papel
estratégico importante, pois as duas fases sdo formadas predominantemente por agua (70-90%).
A grande quantidade de agua proporciona a formacdo de um ambiente adequado para
biomoléculas como proteinas, acidos nucleicos, virus, entre outras, favorecendo o uso da
técnica utilizando SAB na separac¢do e purificacdo de biomoléculas sem afetar sua atividade e
estrutura (PEREIRA et al., 2003; SU e CHIANG, 2006; TUBIO et al., 2009). Atualmente
existem poucos estudos realizados com aplicacdo destes sistemas, seja na extracdo de ions ou
guando comparados com aqueles aplicados na extracao/particdo de biomoléculas.

A formacdo de um SAB ocorre quando dois polimeros quimicamente diferentes e
sollveis em agua, ou um polimero e um sal inorganico, sdo misturados em &gua desde que
determinadas condi¢Bes termodindmicas (temperatura, pressao e composi¢cdo massica dos
constituintes) sejam estabelecidas (DA SILVA et al. 2006). Geralmente estas misturas aquosas
sdo formadas por um polimero e um sal, por dois polimeros com estruturas quimicas diferentes,
ou por dois sais sendo um deles um liquido i6nico, todos soltveis em dgua (HO-GUTIERREZ
etal., 1994).

O SAB formado a partir de uma mistura de polimero, sal e agua, numa certa composi¢ao
global (CG) /Ponto Global (PG) origina uma da fase rica em polimero (CFS) e a outra rica em
eletrolito (CFI) e em ambas as fases ha predominancia da agua. A figura 03 abaixo ilustra
simplificadamente o que é um SAB.
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Figura 4 - Representagdo de um Sistema Aquoso Bifasico (SAB) com polimero
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No equilibrio termodindmico as propriedades intensivas de cada fase néo se alteram,
porém do ponto vista de dindmica molecular ha uma transferéncia continua de material de entre
as fases. As fases do sistema possuem propriedades intensivas diferentes, como indice de
refracdo, entalpia molar, composicéo, densidade e viscosidade. Este equilibrio € mantido desde

que certas condicBes termodinamicas, como temperatura e pressao, sejam preservadas.

2.4.1 Interpretacéo do Diagrama de fases expresso em coordenadas retangulares

Figura 5 — Diagrama de fase de SAB expresso em coordenadas retangulares
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Fonte: JUNQUEIRA, 2014.
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A composicdo quimica das duas fases do SAB que se encontram em equilibrio é
geralmente representada em um diagrama retangulares.

No diagrama retangular representado na figura 5, o eixo das abscissas representa a
composicao do eletrdlito e o das ordenadas a composic¢do do polimero presente no sistema. O
diagrama define as composig¢des globais (CG) em que o sistema € monoféasico ou bifasico além
de explicitar a composicgéo da fase superior (CFS) e inferior (CFl). A linha/curva binodal (CFS-
Pc-CFl) separa a regido bifasica da monofasica.

As linhas de amarracdo (LA) sdo segmentos de retas que ligam pontos no diagrama
que correspondem a composicao das duas fases em equilibrio. Qualquer grupamento de pontos
que pertencam a regido biféasica e que estejam sobre a mesma LA fornecera fases superiores
que possuirdo propriedades termodindmicas intensivas como: densidade, volume molar,
entalpia, entropia, energia livre de Gibbs etc. iguais, contudo, sendo distintas a suas variaveis
termodinamicas extensivas (massa, volume, etc.).

A medida do comprimento da linha de amarragdo (CLA) é um pardmetro
termodinamico intensivo importante que é utilizada no estudo da separacdo de fases em SAB
gue mostra o quao distinto sdo as propriedades intensivas de cada fase. O CLA € determinado

utilizando a relacéo de Pitagoras para o triangulo retangulo, de acordo com a equagéo 1.

CLA = \/[APOL)? + [ASAL)? (1)

Em que, APOL e ASAL correspondem a diferenca de concentragdao de polimero e de
sal nas fases superior e inferior expressa em % massica, respectivamente.
Outro parametro a ser considerado é o valor da inclina¢do da linha amarragdo ILA

pode ser calculado pela equagéo 2.

FS_ FI
ILA = [POL)>—[POL]™" (2)

[SAL]FS—[SAL]F!

Em que [POL™S] representa a concentragio maéssica do polimero na fase superior,
[POLF"] a concentragéo massica do polimero na fase inferior, [SAL™] concentragio massica do

sal na fase superior e [SAL F'] a concentracio massica do sal na fase inferior.



27

O ponto critico (PC) é aquele em que as propriedades fisico-quimicas, principalmente,
composicao molar e volume das duas fases sdo teoricamente iguais. Quanto mais a cComposi¢do

do sistema se aproxima do PC, menor sera a diferenca das propriedades intensivas entre fases.

2.4.2 Componentes das fases

2.4.2.1 Polietileno Glicol (PEG)

O polietileno glicol (PEG) é um dos polimeros mais utilizados em SAB, com
caracteristicas hidrofilicas e ndo idnico. Sua estrutura consiste de mondmeros de etileno glicol

de acordo com a figura 6.

Figura 6 - Estruturas quimicas do polimero Polietileno Glicol

— n

O grau de polimerizacdo de um polimero € um numero que indica quantas vezes o
mondmero se repete ao longo da cadeia polimérica e pode ser calculado de acordo com a
equacéo 3.

N = (M| |polimero — Mgpy — Mgr2)/Mmonsmero 3)

A letra “N” representa o grau de polimerizacao, Mpolimero, Mmonomero, McF1 € Mar2, as
massas molares do polimero, do mondémero e dos Grupos Funcionais 1 e 2 respectivamente. A
unidade constitucional repetitiva esta relacionada com a estrutura da cadeia macromolecular e
com o0 processo de polimerizagdo, ou seja, 0 método de sintese da macromolécula é que
governara o tamanho da macromolécula.

O estado fisico do PEG a temperatura ambiente esta relacionado com sua massa molar,
ou seja, PEG com massas molares de 400 a 600 g.mol s&o liquidos e PEG com massa molar
igual a 1000 g.mol é um sélido pastoso enquanto que PEG com massa molar superior a 1000
g.mol* sdo sdlidos).

O PEG possui varias propriedades de interesse biotecnoldgico, sendo as relacionadas

com SAB as mais importantes como: insoltvel em éter etilico e hexano, solivel em agua, forma
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SAB com solucdes aquosas de outros polimeros ou sais. E atoxico sendo classificado como
produto GRAS (Generally Recognized As Safe), é biodegradavel, ndo diminui atividades de
materiais biologicos (HARRIS, 1992).

2.4.2.2 Hidroxido de Sodio (NaOH)

O hidroxido de sodio (NaOH), também conhecido como soda céustica, € um hidroxido
caustico usado na industria (principalmente como uma base quimica) na fabricacdo de papel,
tecidos, detergentes, alimentos e biodiesel. E produzido por eletrdlise de uma solugio aquosa
de cloreto de sddio (salmoura). E um solido branco, muito higroscopico, inorganico,
comercializado na forma escamas, p9, lentilhas, pérolas e micro pérolas. Apresenta densidade
de 2,12 g.ml"* quando pura e em uma solugdo aquosa de 20% em massa possui densidade de
1,22 g.mI%, ponto de fuséo de 318,4 °C e ponto de ebuli¢do de 1390°C, sua dissolugio em &gua
provoca uma reacao vigorosa e extremamente exotérmica, liberando muito calor. O NaOH ¢

uma tipica base de Arrhenius, pois quando dissociado em agua, libera ions hidroxila (-OH).

2.4.2.3 Carbonato de Sédio (Na.COs)

O carbonato de sddio (Na:COs) também conhecido como barrilha ¢ um sal sélido,
branco e transllcido com caracteristicas basicas, usado principalmente na producdo de vidro,
em sinteses quimicas e em sabdes e detergentes. E produzido sinteticamente em larga escala a
partir de sal de cozinha pelo Processo Solvay ou extraido de minérios de trona. Apresenta massa
molar 106 g.mol?, densidade 2,54 g.ml! quando pura, ponto de fusdo 851 °C e ponto de
ebulicdo 1600 °C, solavel em &gua sendo sua dissolucdo provoca reacdo extremamente
exotérmica, liberando calor. O carbonato de sddio (Na.COs) é um sal com caracteristicas

basicas, quando dissociado em agua forma um acido fraco (H2COs) e uma base forte (NaOH).

2.4.2.4 Sulfato de Sédio (NazSO4)

O sulfato de sodio (Na2SO4) é um sal de sddio derivado do acido sulftrico anidro, sendo
um solido cristalino branco conhecido como o mineral thenardita; o deca hidratado
(Na:S0Os4-10H20) tem sido conhecido como sal de Glauber. Apresenta massa molar de 142
g.mol, densidade 2,66 g.ml™* quando anidro, ponto de fusio 884 °C e ponto de ebuli¢io 1429
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°C. O sulfato de sddio, ao contrario da maioria dos compostos soltveis, tem sua solubilidade
diminuida com a temperatura. Acima de 32,4°C a solubilidade do sal passa a diminuir conforme
a temperatura aumenta, devido a formacdo de cristais de sal anidro. Abaixo de 32,4°C a

cristalizacdo se da como Sal Deca hidratado.

2.4.3 Particdo de Solutos

A particdo de um dado soluto entre duas fases € resultante do balanco de interacdes de
origem entalpica e entrdpica entre o soluto e as outras espécies (exemplo: polimeros, agua e
sais inorganicos) presentes nas fases que coexistem no equilibrio.

A particdo € afetada por variaveis do sistema como: composicdo massicas das espécies,
massa molar do polimero, presenca de ligantes ao longo da cadeia polimérica, pH, temperatura
e hidrofobicidade.

O coeficiente de particdo, K, € um pardmetro termodinamico definido pela razdo das
atividades (a) do soluto presentes nas fases superior e inferior. Nos estudos de particdo € comum
gue a concentracdo do soluto seja relativamente pequena, ou seja, sob dilui¢do infinita. Nesta
condicdo o coeficiente de atividade (o) tenderd a 1 e o valor da atividade serd igual a
concentracdo. Baseado nisto o coeficiente de particdo é calculado de acordo com a equacéo 4.

FS
K = Acurc _

FI — FI
Acurc Leyrelcure]

]FS ]FS

T (4)

«ES [curc  lcurc

FI —

[curc]

Onde o e [curc] s&o, respectivamente, o coeficiente de atividade e a concentragdo dos
corantes curcumindides nas diferentes fases superior (FS) e inferior (FI). Os experimentos de
particdo/extracdo foram realizados nos sistemas formados por PEG 400 ou PEG 1500 + sulfatos

de sodio em vérios valores de pH a 298,15K conforme metodologia descrita por Martins, 2010.

2.4.4 Parametros Termodinamicos de transferéncia

A estimativa de parametros termodindmicos de transferéncia é importante para
compreensdo do processo de distribuigdo do soluto entre as fases. As variaveis termodinadmicas
comumente analisadas abrangem a variagdo da energia livre de Gibbs de transferéncia (A«G),

a variagao de entalpia de transferéncia (AwH) e a variagdo de entropia de transferéncia (AyS).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Temperatura
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cristal
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A AxG pode ser obtida pela equagéo classica da termodindmica por meio da equagéo

A;yG = —RTInK (5)

Em que K é o coeficiente de particdo do processo de particdo, R € a constante universal
dos gases e T é a temperatura em Kelvin. Em geral os processos de particdo ocorrem a pressao
e temperatura constantes de modo que a variacao de energia livre determina a espontaneidade
do processo de partigéo.

A energia livre de Gibbs de transferéncia (AyG) pode ser dividida em duas
contribui¢des, uma entalpica (AwH) e outra entropica (AyS). Para todos os fendbmenos que
ocorrem na natureza existe sempre um balango entre os fatores entalpicos e entrdpicos
relacionados a tal fendmeno. De modo que podem ocorrer situagdes onde um ou outro fator
esteja favorecendo a ocorréncia espontanea de tal processo, ou uma situacdo mais favoravel na
qual tanto entalpia quanto a entropia favorecem a espontaneidade do fenébmeno estudado. A

variacdo de entropia de transferéncia é obtida a partir da energia de Gibbs na equacéo 6.
ApG = Ay H — TAy S (6)

Neste caso, a determinagdo de AyH permite-nos a obtengdo de AwS por diferenga na
equacdo (6). A contribuicdo entalpica de transferéncia para a particdo das biomoléculas, pode
também ser calculada (AyH), por aproximagdo de Van’t Hoff. Em geral, a entalpia de
transferéncia pode ser estimada indiretamente a partir de estudos de dependéncia da temperatura
com o coeficiente de parti¢do, pela a equacdo de Van’t Hoff, a partir da inclinagdo da reta
proveniente da regresséo linear do gréfico de In K versus 1/T. A equagdo 7 é proveniente da
substituicdo da equacéo 5 na equagéo 6.

—DgpH | AgyS
lnk=#+tT (7)

A partir dos célculos das variaveis termodinamicas de transferéncia pode-se explicar
porque o soluto se concentra na fase superior ou na fase inferior.
A contribuicdo entropica para a particdo do biocomposto aparece em decorréncia da diferenca
da densidade numérica entre as fases. A entropia levara o analito a particionar para a fase com
maior nimero de moléculas por unidade de volume, o que implica num maior nimero de

configuracOes possiveis para o sistema. Em sistemas aquosos bifasicos formados pela mistura
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de eletrolito/polimero, a forga motriz de natureza entropica atuar4 no sentido de forcar o
biocompostos e concentrar na fase rica em sal (JONSSON; JOHANSSON, 2003).

2.4.5 Parametros termodinamicos de transferéncia versus coeficientes de parti¢éo (K)

Através dos coeficientes de particdo obtidos em diferentes temperaturas, para um
mesmo CLA, é possivel calcular, através da Aproximacéo de Van’t Hoff, os valores de variacdo
de entalpia de transferéncia (AyH) e varia¢do de entropia de transferéncia (AxS). A partir dos
valores de K, aplica-se uma aproximagdo da equagdo ndo linear de van’t Hoff, relacionando

InK com 1/T através da expressao polinomial 8.
2 3
an=a+b(%)+c(%) +d(%) +..+Inp (8)

Em que a, b, ¢, d e Inp séo constantes determinaveis graficamente pelo ajuste polinomial
darelacdo de InK versus 1/T. Através desta correlacdo gréafica obtém-se o valor de AxH que é

a variacdo energia, a pressao constante, associada ao processo atraves da equacao 9.
2
A,H® = —R [b +2c(3)+3d(3) + ] 9)

Para este fim, trunca-se a equacéao de acordo com o melhor ajuste polinomial obtido pela
regressao polinomial.
A variacdo da energia livre de Gibbs de transferéncia, A«G, seré determinada a partir

da equacéo 5.

AyrG = —RTInK 5)
Por fim, a entropia de transferéncia, A«S, sera determinada a partir da equacéo 10.

AS (AtrH-AtrG)

: (10)

Os conhecimentos destes parametros termodinamicos de transferéncia permitem inferir

quais sdo possiveis causas associadas ao comportamento de particao.
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Uma maior concentracdo de analitos na fase rica em polimero, em detrimento & fase rica
em sal, ocorrerd sempre que interacdes especificas entre o soluto e os componentes da fase
superior forem suficientemente fortes para superar o direcionamento entrépico do material para
a fase de maior densidade numérica de particulas. Para sistemas com densidade numérica das
fases muito préximas, é a entalpia que determinard o comportamento de particdo da
biomolécula. A contribuigdo do termo entélpica para o comportamento de parti¢do faz com que
o0 analito se difunda para a fase que proporcione o menor gasto energetico para a formacéo da
cavidade em que este serd alojado (JONSSON; JOHANSSON, 2003) e (MELLER;
MEIRELLES, 2001).

2.4.6 Teoria de Flory-Huggins sobre os parametros de particdo em SAB

O pesquisador Haynes e JOHANSSON, et al. (1998), desenvolveram uma teoria
baseada na obra de Flory-Higgins que explica o comportamento de parti¢do atraves de uma
equacao que associa a distribuicdo dos solutos em SAB a fatores termodinamicos cujas forcas
sdo de origem entalpica e/ou entrdpica visando prever, mesmo que qualitativamente, as causas
que levam um determinado soluto a se concentrar preferencialmente numa das fases do SAB.
Nesse modelo, a forca responsavel pela transferéncia de um soluto no SAB ¢é constituida por
uma componente de natureza entropica e outra entalpica.

Considerando a curcumina em solucdo, a distribuicdo dos seus segmentos € feita numa
rede tridimensional descrita pelo Modelo de Lattice. Cada segmento da curcumina ocupa um
sitio da rede, ou seja, 0 volume do segmento da curcumina no sitio da rede é idéntico ao volume
das moléculas do solvente, que, por sua vez, ocupam outros sitios da rede. A partir desse
formalismo, foi deduzida uma equagdo 11 que relaciona a variagdo da entropia de mistura,
(AmixS), em funcdo da fragdo de sitios ocupados e do grau de polimerizacdo do Polietilenoglicol

macromolécula.

ApS =—NRS P10,

| =X (11)

Sendo que N é o numero total de sitios do reticulo, ®; é a fracdo volumétrica de sitios

ocupados, X;é o grau de polimerizagdo da macromolécula e R é a constante universal dos gases
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ideais. A Equagao 11 prevé que a contribuigdo entropica, AmixS, diminui com o aumento de X;,
ou seja, é reflexo dos vinculos entre os segmentos da macromolécula que comegam a surgir.
Outro fator no modelo de Haynnes é a contribuicdo de natureza entalpica relacionada
com as interacdes intermoleculares entre os componentes formadores do SAB que ocorre por
meio da ruptura e formacdo de pares potenciais. A equacdo 12, é escrita considerando que o
reticulo contendo segmentos da macromolécula e moléculas do solvente, é incompressivel.

Portanto, a seguinte igualdade pode ser escrita como AmixH = AmixU.

m-1 m

Amr‘.\‘H - NZ Z (Df(DjVKj (12)

i=l j=itl

Sendo que Wij é a energia total dos pares potenciais proveniente da ruptura e formagéo

de interacBes intermoleculares. A energia total desses pares potenciais €, matematicamente,

representada pela equacao 13.

W=z T, —%(r,ﬁr i) (13)

Sendo que T’ e Tjj, sdo os valores de energia necessaria para romper as interacdes
intermoleculares existente entre as moléculas do tipo “i” ou entre as do tipo “j”,
respectivamente, ou seja, trata-se da energia potencial dos pares “i—i” e “j—j”.

O termo T'jj € 0 valor das energias liberada e absorvida durante a formagédo de um par
potencial do tipo “i—j”. O parametro Wj; também é definido como sendo a metade da energia

[13%2)

I” puro, em que

132
|

necessaria para permutar uma molécula do tipo “I”’ contida numa solugdo de

as moléculas interagem com Z moléculas vizinhas e uma molécula do tipo “j” contida numa
solugdo de “j” puro para formar 2Z diferentes pares do tipo “i—j”. Valores em que Wijj > 0,

indicam intera¢des endotérmicas entre os componentes “i” e “j”.
Nesse modelo, a forca responsavel pela transferéncia da curcumina no SAB é
constituida por uma componente de natureza entropica e outra entalpica. A componente

entrdpica é expressa, matematicamente, pela equacao 14.
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th — Msohno ”FS _ ”FI |
soluto p VFS VFI (14)

Sendo que Msoiuto € @ massa molar da curcumina, p ¢ o nimero de sitios do reticulo por
unidade de volume e as razdes n"S/V™S e nF!/V™! sdo os valores das densidades numéricas de
moléculas da curcumina presente nas fases superior e inferior do SAB, respectivamente.

Portanto, a Equacédo 14 indica que, na auséncia de efeitos entalpico dirigentes, a particao
da curcumina ocorrerd, isto é, caso haja diferenca no nimero de moléculas por unidade de
volume, entre as fases superior e inferior. Nesta condicéo, a curcumina particionara para a fase
que contiver a maior densidade numérica de moléculas, o que significa que esta fase podera
acomodar a curcumina de muitas maneiras diferentes aumentando sua parti¢do. Por outro lado,
considerando um sistema em que as contribuicbes devido a efeitos entropicos sdo
negligenciadas ou que as densidades numéricas de sitios do reticulo de ambas as fases séo
idénticas, o coeficiente termodindmico de particdo, K, de um soluto num SAB é expresso,

matematicamente, de acordo com a equacgaolbs.

mg,,m:—%[ S-S0 (M“—M‘Y)VE} (15)

H—' i=1(i=saltro) iA(i=saltro) j=-H(j=salito) )

1332
|

Sendo que @i e @i sdo as fracdes volumétricas do componente “i” presente nas fases
superior e inferior, respectivamente. As variaveis ®; ™ e ®; ' sfo as fracdes volumétricas do
componente “j” presente nas fases superior e inferior, respectivamente e Wij é 0 valor da energia
do par potencial “i—j” definido segundo a equacgdo 15. O somatério duplo, no lado direito da
Equacéo 15, prevé a diferenga de energia associada a cada fase do SAB, devido as diferentes
interacOes intermoleculares entre os proprios componentes de cada fase.

m-1 m

> o 4Terw, x . <
O termo & & 07 naequacao 15 fornece a entalpia total de formagao
da fase superior sem a curcumina, também conhecida como auto energia da fase. Portanto, cabe
ressaltar que a relacéo entre Kcurcumina (soluto) € @ auto energia » das fases superior e inferior, surge
porque ao longo do processo de transferéncia da curcumina, a inser¢do do mesmo numa das
fases envolve rompimento e formacao de interagdes entre os componentes da fase para criar

uma cavidade capaz de “abrigar” a curcumina.
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m-1

M (FSFS L H 17
K, - 2o Y (4 AP i Z > (-,

RT i=1(izsoluto) =1(1zsoluto) j=i+1( j#soluto)
] FS FI
+ *'Msofum Ui . U (16)
;) I/TFS I[H

Em outras palavras, se a fase superior de um SAB possuir uma auto energia maior do que a
da fase inferior, a curcumina se concentrara preferencialmente, na fase superior para minimizar
0 excesso de energia livre de Gibbs do sistema, isto é, na auséncia de contribuicdes entropicas
e interacOes entre a curcumina e 0s componentes de cada fase do SAB. O valor de Kcurcuminagsoluto)
é, geralmente, expresso como sendo a soma das contribuicBes de natureza entrépica (equacao
14) e entalpica (equacédo 15), segundo a equacao 16.

O comportamento de particdo ndo s6 da curcumina como da macromolécula polimérica
do PEG400 e do PEG1500 e também dos ions presentes nos SAB estudados pode ser
compreendido através da formacdo ou do rompimento das interagdes intermoleculares que
ocorrem ao longo do processo de transferéncia da curcumina da fase inferior para fase superior.
A interacdo dos cations sédio (Na*) com os segmentos EO do PEG via par de elétrons livres do
oxigénio, fazendo com que ocorra 0 rompimento das interacdes dipolo-dipolo das moléculas de
agua que antes solvatavam o PEG seguido a formacao da interacéo ion-dipolo do Na* com par
de elétrons livres do oxigénio do grupo EO do PEG. Esta liberacdo de moléculas de dgua antes
ligadas ao PEG é dirigida por processo entrépico. Este processo de interacdo de ions sédio (Na*)
nos grupos EO do PEG, faz com que a interacdo cation-PEG continue até que ocorra saturacao
dos sitios da cadeia polimérica do PEG.

Como em pH = 12 as cargas da superficie das moléculas de curcumina se alteram,
ficando carregadas negativamente e sabendo que na fase inferior estdo presentes também o
anion COs?, podemos inferir que para equilibrio das cargas no sistema as moléculas de
curcumina migram (transferem) para a fase superior do sistema formando as interacdes dipolo-

fon com o pseudopolication Na* ligados nos grupos EO do PEG.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

>

Polietileno glicol (PEG) com massa molar média 1500 e 400 VETEC Quimica Fina
com pureza de 98%;

Sulfato de Sodio (Na2SO4) P.A. anidro da VETEC Quimica Fina com pureza de
99%;

Hidroxido de Sodio (NaOH) P.A. — ACS da DINAMICA Quimica Contemporanea
com pureza minima de 97% e maxima de 99%;

Carbonato de Sddio (Na2COs3) P.A. — ACS anidro da ALPHATEC Quimica com
pureza minima de 96% e maxima de 99%;

Corante Curcumina da VETEC Quimica Fina com 99% de pureza;

Acido Cloridrico HCI da LS Chemicals P.A. 37% e agua destilada (H20) produzida

no laboratorio.

3.1.2 Equipamentos

>

>

>

YV V. V V V

Balanca analitica marca SHIMADZU modelo AUW- 320;

Balanca analitica marca BEL Engineering modelo M214A.:;

Estufa de secagem com controle digital de temperatura da DelLeo Equipamentos
Laboratoriais;

Tubos de vidro com tampa rosqueada de 80 ml;

Tubos de polipropileno (PP) tipo Falcon de 15 ml com tampa rosqueada;

Banho Maria Ultra termostatico Digital Microprocessado Modelo 110/22 — Marca
CIENLAB;

Agitador magnético com aquecimento marca CIENLAB;

Agitador VORTEX EEQ9033 da Edutec;

Espectrofotémetro UV-visivel Cary 60 Marca Agilent Technologies;

Refratdmetro de bancada tipo ABBE EEQ9001 da Edutec;

Seringas plasticas com agulha de 20 e 3 ml.



37

3.2 Método

3.2.1 Construcdo de diagramas de fases

Foram construidos diagramas de fases de PEG1500 + Na,COs nas temperaturas de
288,15, 298,15 e 308,15K. Os demais diagramas foram obtidos da literatura. As solucbes
concentradas de polimero e sal foram misturadas quantitativamente em tubos de ensaio de modo
gue a massa total do sistema fosse de 45 g conforme composi¢6es globais pré-definidas (tabela
1). Os SAB foram colocados num banho termostatico nas temperaturas supracitadas. Esperou-
se alcancar o equilibrio termodindmico, sendo que este foi caracterizado pela total limpidez das
fases.

Apds os sistemas entrarem em equilibrio as fases superiores e inferiores foram coletadas
cuidadosamente de modo a ndo perturbar a interface liquido-liquido do sistema. A quantificacdo
do sal nas fases foi realizada através de titulagdo com acido cloridrico padronizado utilizando
o indicador azul de bromo fenol. A concentracdo de polimero foi determinada pelo valor do
indice de refracdo, onde novamente curvas analiticas foram construidas a temperatura constante
para cada polimero e sal, sendo a faixa de concentragdo variando entre 0 a 20% m/m para sal e
0 a 50 % m/m para o polimero. A diluicdo das fases para leitura do indice de refracdo foi da
ordem de duas vezes (1:1). O resultado obtido pelo indice de refracdo expressa a soma das
concentracdes de polimero + sal, devido a aditividade encontrada em baixas concentracdes.
Portanto, a concentracdo de polimero foi encontrada subtraindo-se a concentracdo total
encontrada menos a concentracdo do sal. A concentracdo de agua foi encontrada tomando-se

como complementar as concentracdes de sal e polimero.
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Tabela 1 - Composic¢des globais utilizadas para construcéo do diagrama formado por PEG
1500 + Na2,COs + H20 nas temperaturas de 288,15K, 298,15K e 308,15K em pH = 12.

Temperatura Ponto PEG 1500 Na2COs

(K) Global (Y%om/m) (Yom/m)
1 16,25 6,71
288,15 2 18,56 7,08
3 16,51 8,51
1 16,64 6,90
298,15 2 17,00 7,27
3 17,36 7,65
1 15,73 5,52
308,15 2 17,10 6,07
3 18,47 6,62

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2 Particdo dos corantes curcuminoides

As solucdes de PEG1500 e PEG400 foram preparadas a 50% m/m utilizando agua
destilada enquanto as solucdes de eletrolitos (Na2COs, Na2SO4 e NaOH) a 20% m/m. O sal de
Na>SO4 foi seco em estufa a 105°C por uma hora sendo e o carbonato de sodio (Na2CO3) seco
a 150°C por uma hora e levados para resfriamento em dessecador antes do preparo das solucdes.
Os estudos de particdo/extracdo foram realizados na seguinte sequéncia: com sistemas aquosos
bifasicos formados por solu¢ées PEG1500 50% (m/m) + NaOH 20% (m/m) + H20 a 298,15K
utilizando um ponto global, PEG1500 50% (m/m) + Na2SO4 20% (m/m) + H>O, PEG400 50%
(m/m) + Na2S04 20% (m/m) + H20 com dois pontos globais, PEG1500 50% (m/m) + Na,CO3
20% (m/m) + H20 a temperaturas de 288,15, 298,15 e 308,15K com trés pontos globais todos
em pH 12 , sendo as composic¢des globais utilizadas do sal Na>SOs e do eletrélito NaOH
conforme metodologia descrita por Martins (2010).

Foram preparadas de 30 a 70g de SAB para cada ponto global (PG) estudado em tubos
de vidro com tampa rosqueada de 80ml. Os tubos foram vigorosamente agitados e colocados
em banho termostatico na temperatura de estudo por um periodo de 24 horas até atingir o

equilibrio termodinamico que é caracterizado pela limpidez das fases (figura 7).
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Figura 7 - Sistema Aquoso Bifasico (SAB) formado por polimero + sal + 4gua

Fonte: Elaborado pelo autor.

Atingido o equilibrio, as fases superiores e inferiores foram coletadas com seringas
plasticas de 20 ml. 3,0000g de cada uma das fases coletadas fases foram distribuidas em quatro
tubos falcon de 15 ml. Para realizacdo dos experimentos de particdo adicionou — se em trés
tubos 10,20,40 ou 60 mg de curcumina sendo que um dos tubos foi deixado sem corante para
utilizagdo em teste “branco”. As misturas foram agitadas vigorosamente por meio do agitador
tipo Vortex até que fosse verificada a completa dissolugcdo dos corantes curcuminoides. Os
tubos foram levados ao banho termostatico na temperatura desejada, por 24 horas (MARTINS,
2010).

Figura 8 - SAB com curcumina concentrada na fase superior ¢ tubo em “branco”

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ap0s o equilibrio (figura — 8) foram retiradas aliquotas das fases superior e inferior com
seringas plasticas de 3 ml (uma seringa para cada fase) de maneira que as agulhas entrem em
contato com a fase a ser coletada. E necessaria cautela para ndo haver contaminagio entre as

fases. As aliquotas foram diluidas quantitativamente com solugédo de hidroxido de sodio na



40

ordem de 10 a 1000 vezes. Apo6s a diluicdo as amostras foram analisadas por espectrofotometria
na regido do Visivel. A diluicdo aplicada se manteve dentro da faixa linear da curva analitica
obtida em 469 nm em pH = 12. A concentracdo dos corantes curcumindides foram determinadas
por espectrofotometria utilizando espectrofotdmetro UV-Visivel (Cary — 60) em meio alcalino
(pH =12) no comprimento de onda de 469 nm. Para a obtencéo do coeficiente de particéo fora
utilizado a razdo das concentragfes de curcumina na fase superior [corante]FS e inferior
[corante]FI. O coeficiente de particdo também pode ser obtido pela razdo entre as absorbancias
do corante na fase superior e inferior, respectivamente, segundo a equacéo 17, tendo em vista
que as curvas analiticas nas fases em regime diluidos possuem o mesmo espectro. Todos 0s
experimentos de particdo foram realizados em triplicata.

_ [corante]FS

— | ggrante| (17)
|

[COTante]FI E{Jrante|



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Diagramas de fases
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As composicBes de equilibrio em trés pontos globais para os sistemas estudados
contendo PEG1500 e Na,COz a 288,15K, 298,15K e 308,15K estdo apresentados na tabela 2,

sendo 0s componentes das fases expressos em %m/m.

Tabela 2 - Dados de equilibrio para o sistema PE1500+Na>COz em temperaturas de 288,15K,
298,15K e 308,15K todos em % m/m na fase superior e inferior em pH = 12.

T Ponto Fase Superior (Top) Fase Inferior (Botton) CLA ILA
(K) Global Sal Desv.c PEG Agua Sal Desv.c PEG Agua

1 307 009 2662 70,31 1281 0,88 0,55 74,38 27,83 2,68

288,15 2 237 040 31,44 66,19 1408 0,10 0,15 71,84 33,41 2,67

3 312 0,32 3254 64,34 16,09 0,60 0,13 67,82 34,91 250

1 293 049 2943 67,64 12,14 114 155 86,31 29,36 3,03

298,15 2 375 0,27 22,18 74,07 1166 0,32 159 86,75 22,06 2,60

3 260 014 30,34 67,06 13,38 0,29 0,65 8597 3159 2,75

1 348 0,08 2274 7378 931 021 3,05 87,64 20,53 3,38

30815 2 2,79 0,18 27,01 70,20 10,69 0,12 1,67 87,64 26,54 3,21

3 258 017 31,49 6593 12,34 0,16 0,57 87,09 32,42 3,17

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de equilibrio expressos na tabela 2 estdo representados graficamente na figura
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Figura 9 - Diagrama de equilibrio de fase para sistema formado por PEG1500+Na,CO3+H,0
a 288,15K, 298,15K e 308,15K em pH 12.

Diagramas de fsses de FEG1500+Nz,C0,

8- " 288,15K

1 | e 208,15K

30 - _ A 308,15K
i
-
g“-
E“-
8-
-

2 4 & 6 W OB W W 1B
NagCG; / %fmrin)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se na figura 9 que ocorreu uma pequena variagdo da area bifasica a medida que
a temperatura aumenta. O aumento da temperatura pode ser explicado pela transferéncia de
agua da fase superior para a fase inferior caracterizando as diferencas entre os volumes das
fases gerando o aumento da hidrofobicidade da fase e consequentemente eliminando moléculas
de 4gua de solvatacdo do polimero de modo a transporta-las para a fase hidrofilica (Inferior). A
hidrofobicidade em geral aumenta proporcionalmente a com a elevagdo da temperatura

facilitando o processo de separagéo de fases.
4.2 Resultados da particdo de corantes curcuminoides

A curva analitica representada pelo grafico abaixo, mostra a existéncia da correlagdo

linear entre a absorbancia e a concentracdo de curcumina:
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Figura 10 — Diagrama da correlacéo linear entre absorbancia e a concentracdo de curcumina
em pH 12 e 469,0 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 10 mostra a relacdo entre a ABS x Concentragdo de curcumina em pH 12. O
coeficiente de correlacdo, r = 0,99995, indica uma relacdo linear consistente entre as variaveis.
Observa-se que a curva admite absorbancias proximas de 2,0 o que facilita a anélise
espectrofotométrica em relacdo as diluicdes. A curva analitica foi construida adicionando — se
quantidades conhecidas de curcumina numa solucdo de pH = 12 (NaOH). As curvas sdo as
mesmas quando sdo construidas usando -se a fase superior ou inferior do SAB em pH 12 e
regime de diluicdo adequado.

O comportamento de particdo dos corantes curcumindides em PEG1500 + Na.SOs a
298,15K foram estudados em dois pontos globais em diferentes pH (10 e 12) e os resultados

estdo expressos nas figuras 11 e 12.



Figura 11 — Diagrama do coeficiente de parti¢cdo da curcumina para o ponto global 1
PEG1500 + Na2SOsem pH 10 e pH 12
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 12 - Diagrama do Coeficiente de particdo da curcumina para o ponto global 2
PEG1500 + Na2SO4 em diferentes pH.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Observa-se se pelas figuras 11 e 12 que ha uma tendéncia de queda dos coeficientes de
particio a medida (em) que ha um aumento da quantidade de curcumina em pH 10. E importante
salientar os baixos valores de coeficiente de particdo, em geral K<1, em pH 10 o que caracteriza
uma transferéncia preferencial para a fase inferior. Este comportamento, segundo o modelo de
Haynnes, pode ser explicado devido ao fato de que a fase inferior apresenta maior densidade
numerica quando comparada a fase superior o que corrobora com um processo de transferéncia
regido por forgas entrépicas em detrimento das interacdes entalpicas. Observa-se nas figuras 11
e 12 altos coeficientes de particdo em pH 12 quando comparados com os de pH 10. No ponto
global 1 observa-se uma queda significativa do coeficiente de particdo para uma massa de 60
mg de curcumina.

Na figura 12 observa-se uma constancia nos valores de coeficiente de particdo para o
ponto global 2. E interessante comparar que ndo ha diminuicio do coeficiente de particio para
0 ponto global do 2 (pH 12) ao se adicionar 60mg de curcumina quando comparado ao ponto
global 1 no mesmo pH. Este comportamento evidencia uma possivel interacdo intermolecular
preferencial entre o polimero e a curcumina, uma vez que o ponto global 2 exibe uma maior
guantidade de polimero na fase superior. Este comportamento contrasta com os valores de K
obtidos em pH 10. A elevacdo do pH ocasiona uma distribuicdo de cargas aumentando a
solubilidade curcumina e principalmente intensificando as interagdes da curcumina com o
polimero o que leva a uma inversdo das forcas regentes da particdo. Segundo o modelo de
Haynnes a regéncia passa a ser de natureza entalpica em que o par de interacdo polimero —
curcumina se destaca diante de outras interacGes. Tendo em vista o efeito do pH como fator
crucial para o funcionamento da técnica foram realizados estudos de solubilidade da curcumina
nos seguintes meios: Solucao de Hidroxido de sddio 20% m/m; Solucao de Carbonato de sodio
20% m/m; Solucdo de polimero PEG 400 50-60% m/m (pH = 12); Solucédo de polimero PEG
1500 50% e 60% m/m (pH = 12). As concentra¢es foram medidas ap0ds atingir o equilibrio

termodindmico. A relagdo da solubilidade & mostrada na tabela abaixo:
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Tabela 3 - Relagdo de solubilidade de curcumina por grama de solugéo

Solucio Solubilidade
(mg de curcumina/g de solucéo)

Solucdo de NaOH 20% m/m 55

Agua Destilada (pH = 7,0) Insoluvel

Solucéo de PEG1500 (50 — 60% m/m) Insolavel

Solucdo de PEG1500 (50 — 60% m/m) pH=12 85

Solucdo de PEG400 (60% m/m) Insoltvel

Solucdo de PEG400 (60% m/m) pH =12 82,5

Solugdo de Na2COs (20% m/m) 75

Fonte: Elaborado pelo autor.

A tabela 3 expressa a solubilidade da curcumina em vérias solucbes. Esta
experimentacao mostra que o processo de transferéncia da curcumina entre as fases ndo pode
ser atribuido a solubilidade destes corantes nos meios, pois a diferenca de solubilidade em
solucdo poliméricas em pH12 e solucdo salina (Na2CO3) nédo diferentes um do outro. A figura

13 mostra uma fotografia caracterizando a alta solubilidade em meio alcalino.

Figura 13- Solubilidade da curcumina em solugdo 20% de NaOH (a esquerda) e Solucéo de
PEG1500 pH 12 (a direita)

%]

Fonte: Elaborado pelo autor.

A tabela 4 mostra os valores associados a particdo de corantes e a variacdo da energia

livre de transferéncia em sistema de PEG400+Na>SO4 em pH 12.
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Tabela 4 - Medidas entre o coeficiente de parti¢cdo (K) com massa de curcumina e variagdo de
energia Livre de transferéncia (A«G) para PEG400 + Na;SO4 em pH = 12 a 298,15K

Ponto  Composicdo Composicdo Massa de K AvG
Global PEG 400 Na;SOs  Curcumina Meédio  (kJ.mol?)
%m/m %m/m (mg)
10 54,46 -9,91
1 19,78 13,28 20 80,72 -10,88
40 122,67 -11,92
60 59,57 -10,13
10 108,64 -11,62
2 20,09 14,09 20 109,84 -11,65
40 99,84 -11,41
60 91,74 -11,20

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores da tabela 4 foram colocados em graficos para melhor visualizag¢do do
comportamento de particdo em fungdo da massa de curcumina em diferentes pontos
globais (figura 14 e 15).

Figura 14 - Diagrama do K medio x Massa de curcumina no ponto global 1 em PEG400+Na>SO4
em pH 12 a 298,15K
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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De acordo com a figura 14 (PG1) nota-se aumento significativo do coeficiente de
particdo (K) quando se aumenta a massa de curcumina na faixa de 10 a 40 mg apresentando um
decréscimo acentuado de K quando este maximo é ultrapassado. Pode-se inferir que a
diminuicdo do coeficiente de particdo esteja relacionada com saturacao dos sitios poliméricos

(PEG400) ocupados pela curcumina na fase superior.

Figura 15 - Diagrama do K médio x Massa de curcumina no ponto global 2 em
PEG400+Na2SO4 em pH 12 a 298,15K
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Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com a figura 15, nota-se altos valores de K com pequenas variagdes
relacionados com aumento da massa de curcumina adicionado ao sistema. Isto ocorre devido
ao aumento da concentragdo de PEG400, aumentando os sitios disponiveis para acomodacéao
da curcumina. Pode-se inferir que ocorrerd uma nova distribui¢cdo dos componentes presentes
no sistema (ions, moléculas de dgua, moléculas de polimero e moléculas de curcumina) atinja

eletroneutralidade das fases.
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Figura 16 — Diagrama AyG X Massa de corante curcuminéides nos pontos globais 1 e 2 em
PEG400+Naz2S0O4, pH =12 a2 298,15K
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 16 nos mostra no PG 1 uma diminuicdo significativa da energia livre de
transferéncia quando se aumenta a massa de curcumina na faixa de 10 a 40 mg. A partir de 60
mg O processo passa correr com menor espontaneidade. Ainda que a energia livre continue
negativa, ha uma tendéncia de aumento da mesma. Este fato pode estar relacionado com
indisponibilidade de sitios de interacéo na fase superior. Esta argumentacéo pode ser sustentada
tendo em vista que a variag&o energia livre para o PG2 varia menos, pois a quantidade polimero
na fase superior € maior e consequentemente havera mais sitios de interagdes e novas
conformac0es da cadeia polimérica.

A tabela 5 nos mostra os dados entre o coeficiente de parti¢do, variacédo de energia livre
de transferéncia em trés pontos globais para o sistema PEG1500+Na,COs utilizando 10 mg de

curcumina expressos em composicao massica (Yom/m) em 288,15K, 298,15 e 308,15K.
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Tabela 5 - Relacdo entre o coeficiente de particdo (K) e variacdo de energia livre de
transferéncia (A«G) para 10 mg de corante para trés pontos globais de PEG1500+Na>COs em
288,15K, 298,15 e 308,15K sendo a composigdo %m/m em pH 12.

T(K) Ponto Composicdo Composicao mg de Kmédio AuG

Global PEG1500 Na,COs;  Curcumina (kd.mol) InK

1 16,19 6,69 10 67,50 -10,44 4,21

288,15 2 18,57 7,08 10 294,00 -14,09 5,68
3 16,31 8,41 10 516,00 -15,48 6,25

1 16,63 6,89 10 54,14 -9,89 3,99

298,15 2 15,33 6,27 10 38,00 -9,02 3,64
3 18,28 7,86 10 102,00 -11,46 4,62

1 15,73 6,88 10 95,58 -11,30 4,56

308,15 2 18,41 8,25 10 289,41 -14,05 5,67
3 17,34 7,64 10 222,50 -13,40 5,40

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17 — Diagrama do Influéncia da temperatura e do comprimento da linha de amarracéo
no coeficiente de particdo para 10 mg de curcumina em PEG1500 + Na;COz em pH 12 nas
temperaturas 288,15K, 298,15K e 308,15K
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18 - Diagrama da Variac¢do da Entalpia de transferéncia de Gibbs (AwH) versus
Comprimento da Linha de Amarragdo (CLA) em PEG1500+Na>COz nas temperaturas de
288,15K, 298,15K e 308,15K em pH 12.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Verifica-se de acordo com as figuras 17 e 18 que ocorre aumento do coeficiente de
particdo (K) da curcumina com o aumento do comprimento da linha de amarragdo (CLA) em
quase todas as temperaturas estudadas. Estes valores do coeficiente de particdo confirmam que
aumentando a concentracdo de polimero (aumento do CLA) aumenta a concentracdo e
curcumina na fase superior do sistema. Naturalmente, esse fluxo de moléculas de curcumina
para a fase superior € governado por aspectos de natureza entélpica, sejam eles devido a
interacdo direta da curcumina e os componentes formadores da fase, ou auto energia de cada
fase O pH alcalino altera as cargas da superficie da curcumina aumentando sua interacdo com
o polimero (DA SILVA, 2006). Uma das possiveis contribuicbes entélpicas para esta
transferéncia € a existéncia de uma interacéo especifica entre a curcumina e o polimero (CC-
PEG), ou seja, uma interagao entalpica especifica entre o polimero e a curcumina. BLASQUEZ
etal., (1998) encontrou comportamento semelhante estudando a parti¢ao de a-amilase em SAB.

As tabelas 6 e 7 nos mostram os dados entre os coeficientes de parti¢do, variacdo de
energia livre de transferéncia em trés pontos globais para o sistema PEG1500+Na,COs
utilizando 10, 20, 40 ou 60mg de curcumina sendo expressas em composi¢cBes massicas
(%m/m) de PEG1500 e Na,CO3 em 288,15K e 298,15 respectivamente.
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Tabela 6 - Relacdo entre o coeficiente de particdo (K) e variacdo de energia livre de
transferéncia (A«G) para 10, 20, 40 e 60mg de curcumina para trés pontos globais de
PEG1500+Na,CO3 em 288,15 sendo a composicdo de PEG e Sal em %m/m.

Pontos Composicéo Composicédo mg de AuG
Globais PEG 1500 Na,CO3 Curcumina  Kmeio  (kd.mol™)
10 34,50 -8,78
1 15,34 6,32 20 26,00 -8,08
40 23,85 -7,86
60 23,00 7,77
10 206,00 -13,21
2 16,40 6,93 20 166,00 -12,67
40 113,00 -11,72
60 80,00 -10,86
10 497,00 -15,39
3 17,35 7,63 20 459,00 -15,19
40 321,00 -14,31
60 158,00 -12,55

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 19 - Diagrama da Influéncia dos pontos globais e a massa de curcumina no coeficiente
de particdo em PEG1500+Na.CO3 a temperatura de 288,15K em pH 12.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Verifica-se a partir da figura 19 um aumento do coeficiente de particdo (K) a medida
gue aumentamos a concentracdo de polimero caracterizado pelos pontos globais PG1, PG2 e
PG3. Isto evidencia uma possivel interacdo intermolecular preferencial entre o polimero e a
curcumina, uma vez que o ponto global 3 contém uma maior quantidade de polimero na fase

superior. Este comportamento, segundo o modelo de Haynnes, pode ser explicado devido ao
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fato de que a fase inferior apresenta maior densidade numérica quando comparada a fase
superior o que certifica um processo de transferéncia regido por forcas entropicas em
detrimento das interacdes entalpicas. Apesar dos valores altos do coeficiente de parti¢cdo nota-
se também um declinio do coeficiente de particdo (K) guando aumentamos a massa da
curcumina no sistema, isto pode ser explicado pela saturacdo dos sitios de acomodagdo da
cadeia polimérica do PEG1500.

Figura 20 - Diagrama da Influéncia dos pontos globais e da energia livre de transferéncia no
coeficiente de particdo em PEG1500+Na.COs a temperatura de 288,15K em pH 12.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7 - Relacdo entre o coeficiente de particdo (K) e variacdo de energia livre de
transferéncia (A«G) para 10, 20, 40 e 60mg de curcumina para trés pontos globais de
PEG1500+Na,CO3 em 298,15 sendo a composicdo de PEG e Sal em %m/m.

Pontos  Composicao Composicéo Massa de AuG
Globais PEG1500 Na,COs Curcumina K medio kJ.mol
10 49,50 -9,67
1 15,35 6,30 20 36,50 -8,92
40 27,75 -8,24
60 16,80 -6,99
10 408,00 -14,9
2 17,49 6,89 20 705,00 -16,26
40 489,00 -15,35
60 167,00 -12,69
10 734,00 -16,36
3 17,53 7,56 20 1023,00 -17,18
40 975,00 -17,06
60 774,00 -16,49

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21 - Diagrama da Influéncia da massa de curcumina com o coeficiente de particdo em
PEG1500+Na,CO3 a temperatura de 298,15K em pH 12.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22 - Diagrama da Influéncia dos pontos globais e da energia livre de transferéncia no
coeficiente de particdo transferéncia em PEG1500+Na>CO3z a temperatura de 298,15K em pH

12.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 8 - Parametros termodinamicos AvG, AwrH ¢ AwS obtidos para transferéncia da
curcumina no SAB PEG1500 + Na2COs em temperaturas de 288,15K, 298,15K e 308,15K em

pH 12.
T CLA AvG AvH AuS
(K) (kJ.mol)  (kImol?) (kJ.molt.T?)
28,22 -11,06 -150,38 -0,4835
288,15 29,48 -11,03 -202,37 -0,6640
30,51 -10,98 -143,89 -0,4613
28,22 -11,05 52,85 0,2143
298,15 29,48 -11,06 28,53 0,1328
30,51 -11,04 16,18 0,0913
28,22 -11,09 242,88 0,8242
308,15 29,48 -11,09 244,45 0,8293
30,51 -11,07 165,85 0,5741

Fonte: Elaborado pelo autor.

A tabela 8 mostra a relagdo dos parametros termodinamicos com o comprimento da linha
de amarragéo (CLA) nas temperaturas de 288,15K, 298,15K e 308,15K em pH 12.



56

Figura 23 - Diagrama da Relacdo entre o comprimento da linha de amarracao (CLA) e a
entalpia de transferéncia (AvH) em PEG1500+Na>CO3 em diferentes temperaturas em pH 12.

PEG1500 + MagCO5

{ a—
- = 238,15K\\\‘

- ' e 298,15K
jg'llﬁ- s 308,15K

—

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 24 - Diagrama da Relacdo entre o comprimento da linha de amarracdo (CLA) e a
entropia de transferéncia (A«S) em PEG1500+Na,CO3 em diferentes temperaturas em pH 12.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Pode-se observar nas figuras 22, 23 e 24 que o processo de transferéncia de moléculas
da curcumina para a fase superior € exotérmico beneficiado pelo fator entalpico (A«H<0) e com
entropia de transferéncia também menor que zero na temperatura de 288,15K. Enquanto que
para as outras temperaturas estudadas de 298,15K e 308,15K o processo de transferéncia é
endotérmico beneficiado totalmente pelo fator entalpico de transferéncia. Em todos os
processos estudados a energia livre de transferéncia de Gibbs (A«G) foi menor que zero,
caracterizando 0 processo como espontaneo.

O parametro termodinamico energia livre de transferéncia de Gibbs foi calculado
utilizando a equacdo classica da termodindmica A,.G = —RTInK onde K é o coeficiente de
particdo da curcumina, R € a constante geral dos gases e T a temperatura do ensaio em Kelvin
enquanto o calculo da entalpia de transferéncia (A«H), foi realizada derivando as equagdes ndo
lineares de Van’t Hoff obtidas do grafico relacionando InK com 1/T do SAB PEG1500 +
Na.COs representado pela figura 25. A partir desta correlacdo gréafica obtém-se o valor de AvH
que é a variacdo energética entalpica de transferéncia a pressdo e temperatura constante,
associada ao processo (BOYSEN, 1999).

Figura 25 - Diagrama InK versus 1/T do SAB PEG1500+Na2CO3 em pH = 12 nas
temperaturas de 288,15, 298,15 e 308,15K
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Lembrando que a energia livre de Gibbs de transferéncia (A«G) pode ser dividida em
duas outras contribuigdes, uma entalpica (AyH) e outra entropica (AyS) segundo a equacgao
fundamental de Gibbs da termodindmica AxG = AwrH—TAuS. Em posse dos valores de AuG e
AwH pode-se calcular o AyS para cada temperatura estudada.

A AyH deve ser entendido em termos de formagdo e rompimento das interacGes
intermoleculares que ocorrem ao longo do processo de transferéncia dos corantes entre as fases
(ANDREA et. al., 2006).

Desta forma a variacdo de entalpia do processo de transferéncia da curcumina (AwH)
para a fase superior envolve seis tipos de pares de interagdo, em que AijH representa a entalpia
de interacdo entre os componentes i e j do SAB (JOHANSSON, et. al., 1988). Estes

componentes sdo: dgua (H20), sal (S), polimero (PEG) e curcumina (CC).

AwrH = Acc-H2oH + Acc-sH + Anzo-sH + Acc-pecH + Anzo-pecH + As-pecH (18)

Nos SAB a principal caracteristica de composi¢do entre as fases é a alta concentracdo
de polimero na fase superior e de ions na fase inferior. Deste modo no processo de transferéncia
sdo formadas novas intera¢fes como CC-PEG, CC-H-0 e CC-S fazendo com que uma parcela
energética das entalpias de interacdo supraditas contribua para a geracdo do AwH do processo
de particdo da curcumina no SAB. O modelo de Haynes fornece uma analise bastante razoavel
acerca do processo de transferéncia de solutos em SAB. Na parti¢do da curcumina observa -se
nas figuras 23 e 24 que processo tem como for¢a motriz ora a entalpia ora a entropia. A entalpia
rege a transferéncia segundo os calculos dos parametros termodinamicos a 288,15K. O modelo
de Haynes se adequa bem a este dado, uma vez que densidade numeérica para sistemas do tipo
polimero, agua e sal sdo maiores na fase inferior. Dentro deste contexto a diferenca entre a
guantidade particulas na fase superior e inferior serd negativa o que leva a uma baixa
contribuicdo entropica para a transferéncia da curcumina para a fase superior enquanto a
entalpia fica como forga motriz do processo de transferéncia minimizando a energia livre de
Gibbs. Entretanto, nas demais temperaturas o processo é regido entropicamente e neste ponto
podemos ver com clareza que € necessario a adi¢do de mais um termo ao modelo de Haynes de
modo a associar as mudancas de conformacdo do polimero que contribui para melhor interacéo
da curcumina com a macromolécula.

A tabela 9 nos mostra os dados entre os coeficientes de parti¢do, variacdo de energia
livre de transferéncia para o sistema PEG1500+NaOH sendo sua composi¢do expressa em
%m/m, utilizando 10, 20, 40 ou 60mg de curcumina em 298,15K.
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Tabela 9 - Relacdo entre o coeficiente de particdo (K), massa de curcumina e variagdo de
energia livre de transferéncia (AvG) para o sistema PEG1500 + NaOH a 298,15K em pH 12.

T Ponto Composicdo Composicdo m curcumina K médio AuG
(K) Global PEG 1500 NaOH (mg) (kJ.mol %)
10 84,00 -10,98

298,15 3 17,34 7,62 20 82,00 -10,92
40 58,00 -10,07

60 51,00 -9,75

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 26 - Diagrama da Influéncia dos pontos globais e a massa de curcumina no coeficiente
de particdo a em PEG1500+NaOH a temperatura de 298,15K

PEG1500+Na0H a 288,15K

Massa de curcuminaimg

Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 26 nos mostra que o K tende a declinar a medida que a massa de curcumina
aumenta no sistema. Este comportamento enfatiza uma possivel interacdo intermolecular

preferencial entre o polimero e a curcumina. Este fato pode ser explicado pelo modelo de
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Haynes, pois a transferéncia do corante para fase superior somente ocorre devido a contribuicéo
entélpica. Se considerarmos a macromolécula com n de sitios de interacdo o comportamento
exibido esta associado a saturacdo destes sitios da cadeia polimérica o que justifica o declinio

de K.

Figura 27 — Diagrama da Relagdo entre energia livre de transferéncia de Gibbs (A«G) e a
massa de curcumina em PEG1500+NaOH a temperatura de 298,15K em pH 12.

PEG1500+NaOH a 299,15K

10 ] 3 40 80 0
Massa de curcumina/{mg)

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com a figura 27 e analisando os valores da energia livre de transferéncia,
nota-se que 0 processo é espontaneo para todas as massas de curcumina. A espontaneidade do
processo, segundo o modelo Haynes, se deve as interacdes de origem entalpica devido ao
coeficiente de parti¢do ser maior que a unidade.

Foram realizados experimentos de particdo com a curcumina em sistemas agquosos
bifasicos formados por PEG400 ou PEG1500 + Na>SO4, Na,CO3 e NaOH nas temperaturas de
288,15K, 298,15K e 308,15K sendo que para o sal Na:SO4 e 0 eletrdlito NaOH os experimentos

foram realizados na temperatura de 298,15K.
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Figura 28 - Diagrama do Coeficiente de particdo (K) da curcumina em funcéo do
comprimento da linha de amarracdo (CLA) em sistemas formados por PEG1500+Na.COs3, a
298,15K em pH =12

PEG1500+Na,CO, 298,15K pH 12
1200
1] Massa de Curcumina
—a— 10mg
L —e— 20mg
] —a—40mg
oo - —v— 60mg

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 29 - Diagrama do Coeficiente de particdo (K) da curcumina em funcéo do
comprimento da linha de amarracdo (CLA) em sistemas formados por PEG400+Na;S0s, a
298,15K em pH =12

PEG400+N32304 em 298,15K em pH 12
140

Dois pontos globais

120

100

médio

—a— 10 mg
—o—20mg
—A— 40 mg
—v— 60 mg

60 —

E T T T T T . . — A T
37,5 380 385 390 39,5 40,0 405 41,0 41,5

CLA

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As figuras 28 e 29 nos mostra a relagdo existente entre o coeficiente de particdo da
curcumina em SAB formados por PEG1500 + Na2COs em trés linhas de amarragéo a 298,15K
e PEG400 + NaxSOs4 com duas linhas de amarracdo a 298,15K. Nota-se aumento dos
coeficientes de particdo da curcumina quando aumentamos os CLA. Este comportamento se
deve ao aumento da diferenca de polimero nas fases superior e inferior em fungdo do aumento
do CLA o que fortifica a hipotese de maior interacdo do polimero com a curcumina.

A tabela 10 mostra os dados da relacdo entre 0 comprimento da linha de amarracao
(CLA) e o coeficiente de particdo (K) utilizando 10 mg de curcumina em trés tipos de SAB
formados por PEG1500 + Na,COs + H.O, PEG1500 + Na,SO4 + H20 e PEG1500 + NaOH +
H>O em pH 12 na temperatura de 298,15K. A partir destes dados foi construido um grafico

relacionando o comportamento dos trés SAB com CLA e o K representado pela figura 30 .

Tabela 10 - Relagéo entre o comprimento da linha de amarracdo (CLA) e o coeficiente de
particdo (K) para 10 mg de curcumina com PEG1500+Na,CO3, Na;SO4 e NaOH em pH 12 na
temperatura de 298,15K

Ponto PEG SAL

SAB Global % m/m % m/m K CLA

1 15,35 6,30 49,50 28,22

PEG1500 + Na,COs 2 17,49 6,89 408,00 29,48
3 17,53 7,56 734,00 30,51

PEG1500 + Na,SO, 1 18,32 9,97 80,10 35,96
2 23,44 12,39 97,40 50,88

PEG1500 + NaOH 2 17,36 7,63 84,00 32,58

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 30 - Diagrama do Coeficiente de particdo (K) da curcumina em fungédo do
comprimento da linha de marragdo (CLA) em sistemas formados por PEG1500+Na>COs,
Na>SO4 e NaOH em pH 12 na temperatura de 298,15K

PEG1500 pH 12 a 298,15K

800
1 —— N32C03
700 4 —— N32304
600 - —a— NaOH
500 |
o i
5 400
uw 4
€ 300
X |
200
100 - A —O
04
T T T T T
30 40 50
CLA

Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 30 mostra o efeito dos anions sobre a particdo dos corantes. O modelo do
pseudopolication propde que cada cation e anion interage diferentemente com 0s segmentos
EO produzindo conformages diferenciados na macromolécula que pode reduzir ou aumentar
de sitios para interacdo acarretando numa maior ou menor particao.

Como pode ser observado na figura 30 que para valores de CLA inferiores a 33,00,
obteve-se valores de K superiores para SAB formado pelo anion CO3 " (carbonato) relativo ao
aos demais anions. Os processos de transferéncia ocorrem espontaneamente em funcdo do
balango de fatores entalpicos e entropicos. Segundo o modelo de Haynes o fator entalpico é
guem governa o processo de transferéncia da curcumina em qualquer composicéo global. A
tendéncia de aumento do K em fungdo do aumento do CLA (aumento da concentracdo de
polimero na fase superior) remete ao termo Y72, .y (@7 — @) W do modelo de Haynes e se
destaca sobre os demais fatores que possam influenciar na particdo da curcumina. Pode-se
inferir que o anion carbonato por ter uma relacdo carga/raio menor que a do anion hidréxido
causa maior estruturacdo das moléculas de agua ao seu redor diminuindo assim a entropia de
hidratacdo, ou seja, as moléculas de dgua perdem graus de liberdade translacional e a0 mesmo

tempo ha uma liberacdo do cation propiciando uma maior interacdo com os seguimentos EO do
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polimero formando assim um pseudopolication mais carregado agindo como facilitador da
interacdo curcumina-polimero. Esta hipdtese se sustenta sendo que em pH 12 h& uma alteragdo
das cargas da molécula de curcumina tornando — a mais negativa. A influéncia da carga da
biomolécula depende muito do tipo de eletrolito presente no sistema, uma vez que diferentes
tipos de eletrolitos dao origem a diferentes potenciais elétricos entre as fases (DA SILVA; LOH,
2006).

Pode-se perceber que no SAB formado por PEG1500 + Na;SO4 + H,0 foi necessario a
utilizacdo de solucdo de NaOH para se obter o pH 12 afim de proporcionar a alteracdo dos
corantes curcuminoides.

A tabela 11 mostra os dados da relagdo entre o comprimento da linha de amarragéo
(CLA) e o coeficiente de particdo (K) utilizando 10 mg de curcumina em dois tipos de SAB
formados por PEG1500 + Na>SO4 + H20 e PEG400 + Na2SO4 + H20 em pH 12 na temperatura
de 298,15K. A partir destes dados foi construido um grafico relacionando o comportamento dos
trés SAB com CLA e o K representado pela figura 31.

Tabela 11 - Influéncia do comprimento da linha de amarragdo (CLA) com o coeficiente de
particdo (K) para 10 mg de curcumina com PEG1500+Na2SO4 e PEG400+Na;SO4 em pH 12
na temperatura de 298,15K

Ponto Composi¢cdo Composicédo

SAB Global % m/m % m/m K CLA
PEG1500 + Na,SO, 1 18,32 9,97 80,10 35,96
2 23,44 12,39 97,40 50,88

PEG400 + Na,SO, 1 19,78 13,28 54,46 37,57
2 20,09 14,09 108,64 41,03

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 31 - Diagrama do Coeficiente de particdo (K) da curcumina em fungédo do
comprimento da linha de amarragdo (CLA) em sistemas formados por PEG1500+Na,SO4 e
PEG400+Na2SO4 em pH 12 na temperatura de 298,15K

PEG1500 e PEG400 com Na,SO,a 298,15K pH 12

110 4 —a— PEG 1500
—o— PEG 400

100 - /

90

médio

80 -
70 /

60

50 — T - T - T T T T T T T T T 1
34 36 38 40 42 44 46 48 50 52

CLA

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 30 observa-se a correlagdo entre K vs CLA para sistemas de sulfato de sédio
+ PEG400 ou PEG1500 em que ha um aumento de K em fun¢do do CLA para ambos sistemas.
A taxa de crescimento do CLA para 0 PEG400 é maior que PEG1500. Pode-se inferir que o
polimero PEG400 se apresenta com maior densidade numérica quando comparado ao
PEG1500. Além deste fator as moléculas de PEG400 possuem menos conformacdes deixando
seus sitios de acomodacdo mais livres para interagir com as moléculas de curcumina. Uma
possivel explicacdo para tal fenbmeno, esté relacionada com o tamanho da cadeia polimérica
do PEG1500 que é maior que a do PEG400, pois o numero de mondmeros EO do polimero
PEG1500 é cerca de 3,87 vezes superior que a do PEG400 quando comparados seus graus de
polimerizagdo N (n° de vezes que seu monémero se repete na cadeia polimérica), Nrec1s00 = 58
e N pecaoo = 15. Enquanto o PEG1500 por ter cadeia polimérica maior deve sofrer conformacdes

devido interacdo polimero-polimero, dificultando a interacdo polimero-curcumina.
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5 CONCLUSOES

O processo de particdo de corantes curcumindides possui caracteristicas industriais
interessantes como baixas toxicidades, materiais reaproveitaveis, além de fazer parte das
tecnologias que vém ao encontro do desenvolvimento e aplicacdo de produtos e processos
quimicos para reduzir ou eliminar o uso e a geracdo de substancias toxicas. Esta nova tendéncia
tem impulsionado as pesquisas que buscam solucgdes inovadoras capazes de produzir menores
quantidades de residuos de acordo com os principios da quimica verde.

O sistema exibe uma partigéo para fase superior em meio fortemente alcalino (pH = 12).

A preferéncia da curcumina pela fase rica em polimero nos SAB ocorre via interacfes
intermoleculares especificas com o polimero formador do sistema.

O modelo de Haynes fornece uma analise bastante coerente quando os fatores entalpicos
sdo maiores que 0s entrépicos, porém é necessario a adicdo do termo ao modelo associando as
diferentes contribuicdes por parte das mudancas de conformacdo da macromolécula.

Os valores dos coeficientes de particdo da curcumina obtidos, principalmente nos
sistemas formados por PEG1500 + Carbonato de sodio, indica a imensa viabilidade de extragao
deste tipo de corante natural pela indUstria. Este valor é muito acima do que muitas empresas
usam em seus processos de extracao.

Os estudos possibilitaram também a reivindicacdo da patente do processo para extracao
de corantes curcumindides usando SAB, pois no Brasil s6 existe uma patente reivindicada para
extracdo de corante natural, especificamente do corante natural Carmim de Cochonilha usando
SAB registrado com o n° BR1020120091631.
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ANEXO A - “PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES
CURCUMINOIDES USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”

[001] A presente invencdo, objeto de pedido de patente, compreende um processo
usando sistemas aquosos bifasicos formados por polimero (PEO 1500 ou PEO 400), sais ou
base (Na2SO4, Na,CO3 e NaOH) e agua em determinadas temperaturas, composicdes e pH. As
aplicacdes desta invencao estdo voltadas para inddstrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias,
entre outras, que fazem a purificacdo e/ou extracdo corantes curcumindides. A alta transferéncia
do soluto para a fase polimérica é uma vantagem industrial para purificacdo e os produtos que
compde o sistema podem ser reutilizaveis, possuem baixa perda de massa no processo, por ndo
serem volateis, o que reduz custos de producéo.

[002] ESTADO DA TECNICA

[003] A industria tem buscado substituir corantes sintéticos por corantes naturais,
devido ao fato destes apresentarem baixo risco a saude dos consumidores. Por essa razdo, a
demanda de corantes naturais pela industria tem aumentado substancialmente, pois a populacéo
tem evitado o consumo de produtos que s&o coloridos artificialmente. Neste contexto o corante
natural tem encontrado um grande espaco de uso na industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica.

[004] Os corantes curcumindides sdo encontrados naturalmente nos rizomas do
acafrdo (Curcuma long L.) e exibem coloracdo amarelo ouro in natura. Eles sdo amplamente
utilizados como condimento alimenticio e possuem atividades antimicrobianas e antioxidantes
gue lhe conferem a possibilidade de uso nas areas alimenticia, medicinal, téxtil e cosméticos.
As espécies quimicas que lhes conferem a cor sdo formadas basicamente por trés analogos de
cromoforos curcumindides: A curcumina (CC) e seus dois derivados dimetoxilados, a dimetoxi-
curcumina (DMC) e a bis-dimetoxi-curcumina (BDMC).

[005] A cdrcuma é bastante conhecida e explorada pela medicina asiatica tradicional,
sendo amplamente utilizada como digestivo, cominativo, antiespasmaodico, antioxidante,
antidiarreico, diurético, excitante, nas doencas do figado, como ténico no tratamento de Ulceras,
no tratamento de tosses e resfriados comuns e, externamente, como pomada na cicatrizacdo de
feridas.

[006] InGmeros estudos mostram que a degradacdo da CURCUMINA é um processo
complexo, que depende do pH e da exposi¢do da solucdo do composto a radiacéo na regido
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UV/VIS. Estes trabalhos serviram de base para ensaios fotobioldgicos para medir a atividade
da CURCUMINA frente a sistemas com bactérias usadas como indicador. Na presenca de
radiacdo na regido do visivel, a CURCUMINA se mostrou como fototoxica para Salmonella
typhimurium e Escherichia coli em baixas concentracbes. A fototoxicicidade da
CURCUMINA possibilita a criacdo de fototerapias para tratamento de doencas, como a
psoriase, cancer e doencas de origem bacteriana e viral.

[007] Existem inUmeras técnicas capazes de remover 0s corantes oriundos do rizoma,
sendo a extracdo liquido-liquido (ELL) a mais empregada. Os solventes sdo em sua maioria
compostos organicos volateis. Todavia, 0 uso desta técnica classica apresenta varios problemas
de ordem ambiental e de salde devido a alta toxicidade dos compostos utilizados. Neste sentido
€ necessario o uso de novas tecnologias de extracdo que visem a reducdo ou eliminacdo de
produtos nocivos ao meio ambiente em acordo com os principios da quimica verde.

[008] Dentro deste contexto os sistemas aquosos bifasicos (SAB) se destacam como
processo de extracao liquido-liquido (ELL) ambientalmente seguro, podendo ser utilizado para
extrair e recuperar muitos tipos de moléculas de interesse biotecnoldgicos, tais como proteinas,
peptideos e outras pequenas moléculas bioativas. Os Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) séo
sistemas constituidos em sua grande parte por 4gua, sendo seus demais constituintes polimeros
e sais (compostos de baixa toxidade e ndo inflamaveis), o que torna esse sistema de extracao
seguro. Estes sistemas tém um enorme potencial de extracdo e separacdo de biomoléculas como
0s corantes curcuminoides. A literatura descreve uma extensa quantidade de combinacdes de
substancias quimicas capazes de originar um Sistema Aquoso Bifasico (SAB). Estas
combinacgOes sdo obtidas por tentativa e erro, uma vez que nao ha uma teoria capaz de prever
quais relacbes entre as especies quimicas resultariam na segregacdo de fases e
consequentemente a formacao destes sistemas.

[009] Os sistemas aquosos bifasicos formados por polimeros ou copolimeros, sal e 4gua
em geral sdo pouco difundidos nas industrias, uma vez que o desconhecimento do processo gera
uma barreira para sua implementagdo, porém como as leis ambientais tem ficado cada vez mais
rigidas em pouco tempo estas tecnologias poderdo ser mais apreciadas pelas industrias.

[010] Os bancos de patente mostram alguns depositos de processos para extracdo de
biosolutos usando sistemas aquosos bifasicos

[011] Patente para extracdo de uma corante natural com ndmero do registro:
BR1020120091631, data de depdsito: 19/04/2012, intitulada de "PROCESSO DE
PURIFICACAO/EXTRACAO DE CARMIM DE COCHONILHA E USO DO SAB PARA
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EXTRACAO DESTE CORANTE" (INPI). Esta é a Unica patente existente para aplicando em
corante natural tendo como composto alvo o corante de carmim de cochonilha. E importante
ressaltar o fato que para cada composto existem comportamentos diferentes sendo necessario
estudos diferenciados para determinar o comportamento de particéo.

[012] Patente para extragdo de proteinas com nimero de registro: US7439336 B2, data
de deposito: 27/06/2005, intitulada de “Process for the purification of IL-18 binding protein”
USPTO.

[013] Patente para extracéo de proteinas com nimero de registro: EP1194445 A1, data
de depdsito: 04/05/2000, intitulada de “Methods for protein purification using aqueous two-
phase extraction” ESPACENET.

[014] A presente invencdo trata especificamente do processo de extracdo/purificacdo
dos corantes curcumindides oriundos do rizoma do acafrdo com um impacto positivo para
indUstria tendo em vista as vantagens dos SAB e com altos coeficientes de particéo.

[015] As figuras expressam o0s resultados experimentais e mostram a claramente a
transferéncia de corantes curcumindides para a fase rica em polimero (Fase Superior). A figura
1 mostra um SAB com corantes curcuminéides e sem corante ap6s o processo de transferéncia.
A figura 2 mostra o coeficiente de particdo da CURCUMINA para o ponto global 1 PEG1500
+ NaxSOs em pH 10 e pH 12. A figura 3 mostra o coeficiente de particdio da CURCUMINA
para o ponto global 2 PEG1500 + Na,SOsem pH 10 e pH 12. A figura 3 mostra o coeficiente
de particdo da CURCUMINA para o ponto global 1 PEG400 + Na,SOsem pH 12. A figura 4
mostra o coeficiente de particdo da CURCUMINA para o ponto global 1 PEG400 + Na>SO4
em pH 12. A figura 5 mostra o coeficiente de particio da CURCUMINA para o ponto global 2
PEG400 + Na2SOsem pH 12. A figura 6 mostra a influéncia da temperatura e do comprimento
da linha de amarragéo no coeficiente de parti¢do para 10 mg de CURCUMINA em PEG1500 +
Na,CO3z em pH 12 nas temperaturas 288,15K, 298,15K e 308,15K. A figura 7 mostra a relagéo
entre o coeficiente de particdo da CURCUMINA e a massa de corantes curcumingides em trés
pontos globais com diferentes comprimentos da linha de amarragdo em PEG1500 + Na,COs
em pH 12 na temperatura 288,15K. A figura 8 mostra a relagao entre o coeficiente de particdo
da CURCUMINA e a massa de corantes curcumingides em trés pontos globais com diferentes
comprimentos da linha de amarracdo em PEG1500 + Na,COs em pH 12 na temperatura
298,15K. A figura 9 mostra a relagéo entre o coeficiente de particdo da CURCUMINA e a
massa de corantes curcumindides num ponto global em PEG1500 + NaOH na temperatura

298,15K. A figura 10 mostra a relacédo entre o coeficiente de particio da CURCUMINA em
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diferentes comprimentos da linha de amarracdo em PEG1500 + Na>COz em pH 12 na
temperatura 298,15K. A figura 11 mostra a relacdo entre o coeficiente de particdo da
CURCUMINA em diferentes comprimentos da linha de amarragdo em PEG400 + NaOH na
temperatura 298,15K.

[016] A figura 1 mostra claramente o contraste visual promovido pela migragéo
preferencial dos corantes curcumindides pela fase superior.

[017] As figuras 2 e 3 mostram que a elevacdo do pH para meios mais alcalinos, em
especial o pH 12 promove uma transferéncia muito maior de corante para a fase rica em
polimero independentemente da quantidade de corante colocada no sistema observada as
massas.

[018] As figuras 4 e 5 revelam que o aumento da composicdo global ligada a CLA
transfere mais corantes para a fase superior sugerindo maior interacdo dos corantes com as
macromoléculas.

[019] A figura 6 mostra o efeito da temperatura sobre a transferéncia de soluto para a
fase rica em polimero sendo de suma importancia o controle deste parametro para processos de
separacao.

[020] As figuras 7 e 8 revela que quanto maior a composicdo global de polimero e
eletrolito haverd maior transferéncia de soluto para fase rica em polimero. O aumento
simultaneo de polimero e sal proporciona um aumento do CLA proporcionando mais polimero
na fase superior. A medida que aumenta a massa de corante no sistema ha um decréscimo da
transferéncia de soluto para a fase rica em polimero.

[021] A figura 9 mostra que a distribuicdo do corante em sistemas formados por
PEG1500 + NaOH decresce a medida que se aumenta a massa de corante no SAB.

[022] As figuras 10 e 11 mostram que ha um crescimento da transferéncia de soluto para
a fase superior a medida que o CLA aumenta.

[023] Os experimentos deixam claro que o processo de separacao se torna viavel devido
a grande transferéncia do soluto para a fase rica em polimero tornando — se uma alternativa para
processos de separacao de corantes curcuminoides.

[024] DESCRICAO DA INVENCAO

[025] O presente pedido de patente descreve um processo para extracao/purificacao de
corantes curcuminoides oriundos do acgafrdo. A metodologia desenvolvida faz uso de sistemas
formados por polimero, sal e/ou base e 4gua denominados de sistemas aquosos bifasicos (SAB).

Os sistemas estudados abrangeram polimeros do tipo polioxido de etileno com massa 1500 e
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400 g.mol-1 e os eletrolitos (Na2COs, Na2SO4 e NaOH). O baixo custo dos materiais envolvidos
e alta velocidade de separacdo com grande eficiéncia na transferéncia de corantes
curcuminoides para a fase rica em polimero permitindo uma excelente separacdo. Os
constituintes do SAB podem ser reutilizados para novos eventos de purificagcdo/extracao.

[026] O processo sé se torna vidvel tornando o SAB com fases alcalina o que propicia
uma grande extracdo dos corantes para a fase superior. A adicdo de NaOH no SAB foi
necessaria para manter o pH em torno de 12 e assim alcancar resultados satisfatorios do ponto
de vista de particdo. A concentracdo dos corantes curcumindides foram determinadas por
espectrofotometria utilizando espectrofotdmetro UV-Visivel em meio alcalino (pH =12) no
comprimento de onda de 469 nm. Para a obtencdo do coeficiente de particdo fora utilizado a
razdo das concentracfes de curcumina na fase superior [corante]FS e inferior [corante]FI.

[027] EXPERIMENTO DE DEMONSTRACAO

[028] As solucdes de PEG1500 e PEG400 foram preparadas a 50% m/m utilizando agua
destilada enquanto as solucdes de eletrolitos (Na2COs, Na2SO4 e NaOH) a 20% m/m. O sal de
Na>S0O4 foi seco em estufa a 105°C por uma hora sendo e o carbonato de sédio (Na2CO3) seco
a 150°C por uma hora e levados para resfriamento em dessecador antes do preparo das solucdes.
Os estudos de particdo/extracdo foram realizados na seguinte sequéncia: com sistemas aquosos
bifasicos formados por solu¢ées PEG1500 50% (m/m) + NaOH 20% (m/m) + H20 a 298,15K
utilizando um ponto global, PEG1500 50% (m/m) + Na2SO4 20% (m/m) + H.O, PEG400 50%
(m/m) + NazS04 20% (m/m) + H20 com dois pontos globais, PEG1500 50% (m/m) + Na.COs
20% (m/m) + H,0O a temperaturas de 288,15, 298,15 e 308,15K com trés pontos globais, sendo
as composicoes globais utilizadas do sal Na>SOs e do eletrolito NaOH.

[029] Foram preparadas de 30 a 70g de SAB para cada ponto global (PG) estudado em
tubos de vidro com tampa rosqueada de 80ml. Os tubos foram vigorosamente agitados e
colocados em banho termostatico na temperatura até atingir o equilibrio termodinamico que é
caracterizado pela limpidez das fases. Os pontos globais para cada sistema estao descritos nas
tabelas de 1 a 4:
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[030] Tabela 1- Composicdes globais utilizadas para a particdo dos corantes curcumindides
PEG 1500 + Na,COz + H20 nas temperaturas de 288,15K, 298,15K e 308,15K:

Temperatura Ponto PEG 1500 Na2COs

(K) Global (%om/m) (%om/m)
1 16,19 6,69
288,15 2 18,57 7,08
3 16,31 8,41
1 16,63 6,89
298,15 2 15,33 6,27
3 18,28 7,86
1 15,73 6,88
308,15 2 18,41 8,25
3 17,34 7,64

[031] Tabela 2- ComposicBes globais utilizadas para a particdo dos corantes curcumindides
PEG 1500 + Na>SO4 + H>0 na temperatura de 298,15K em pH 10 e 12.

Temperatura Ponto PEG 1500 Na2S04

(K) Global (%om/m) (%om/m)
1 18,50 10,20
2 K ) )
98 2 23,60 12,50

[032] Tabela 3- Composicdes globais utilizadas para a particdo dos corantes curcumindides
PEG 400 + Na2SOs + H20 na temperatura de 298,15K em pH 10 e 12.

Temperatura Ponto PEG 400 Naz2S0a4

(K) Global (Yom/m) (Yom/m)
1 19,33 13,33
2 K k) )
%8 2 20,12 14,17

[033] Tabela 4- ComposicBes globais utilizadas para a particdo dos corantes curcumindides
PEG 1500 + NaOH + H20 na temperatura de 298,15K.

Temperatura Ponto PEG 1500 NaOH
(K) Global (Yom/m) (Yom/m)
298 1 17,34 7,62
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[034] Atingido o equilibrio, as fases superiores e inferiores foram coletadas com
seringas plasticas de 20 ml. 3,0000g de cada uma das fases coletadas fases foram distribuidas
em quatro tubos falcon de 15 ml. Para realizacdo dos experimentos de parti¢do adicionou — se
em trés tubos 10,20,40 ou 60 mg de CURCUMINA sendo que um dos tubos foi deixado sem
corante para utiliza¢do em teste “branco”. As misturas foram agitadas vigorosamente por meio
do agitador tipo Vortex até que fosse verificada a completa dissolucdo dos corantes
curcuminoides. Os tubos foram levados ao banho termostatico na temperatura desejada até
alcancar o equilibrio.

[035] Apobs o equilibrio foram retiradas aliquotas das fases superior e inferior com
seringas plasticas de 3 ml (uma seringa para cada fase) de maneira que as agulhas entrem em
contato com a fase a ser coletada. E necessaria cautela para ndo haver contaminacio entre as
fases. As aliquotas foram diluidas quantitativamente com solucdo de hidroxido de sodio na
ordem de 10 a 1000 vezes. Apos a diluicdo as amostras foram analisadas por espectrofotometria
na regido do Visivel. A diluicdo aplicada se manteve dentro da faixa linear da curva analitica
obtida em 469 nm em pH = 12. A concentracdo dos corantes curcumindides foram determinadas
por espectrofotometria utilizando espectrofotdmetro UV-Visivel (Cary — 60) em meio alcalino
(pH =12) no comprimento de onda de 469 nm. Para a obtencdo do coeficiente de parti¢do fora
utilizado a razéo das concentracbes de CURCUMINA na fase superior [corante]®S e inferior

[corante]F.



78

1/2
REINVINDICACOES

1. “PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES
CURCUMINOIDES USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”,
caracterizado pela mistura de solucdes de polimero e eletrolito, em proporgdes
adequadas, em meio alcalino garantindo um pH elevado das fases e a adi¢&o de corantes
oriundos do rizoma do acgafrdo neste sistema em temperatura controlada até total
separacdo das fases e auséncia de turbidez. Posterior separagdo das fases (superior e
inferior) obtendo uma grande quantidade de corantes concentrado de corantes na fase
superior do sistema rica em polimero.

2. “PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES
CURCUMINOIDES USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”, de acordo
com a reivindicacdo 1, abrange a utilizacdo de sistemas aquosos bifasicos formados
PEO 1500 e sais sulfato de sodio, carbonato de sdédio e NaOH para purificacdo/extracao
de corantes curcumindides em pH em torno de 12 em diferentes
composigdes/comprimentos de linha de amarragdo/ temperatura dentro dos limites
experimentais.

3. “PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES
CURCUMINOIDES USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”, de acordo
com a reivindicacdo 1, abrange a utilizacdo de sistemas aquosos bifasicos formados
PEO 400 e sais sulfato de sddio, carbonato de sodio e NaOH para purificagdo/extracdo
de corantes curcumindides em pH em torno de 12 em diferentes
composic¢des/comprimentos de linha de amarragdo dentro dos limites experimentais.

4, “PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES
CURCUMINOIDES USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”, de acordo
com a reivindicagdo 1, manutencao das fases alcalinas com pH em torno de 12 para o
processo de extracdo por meio da adigdo de NaOH ou base forte similar.

5. “PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES
CURCUMINOIDES USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”, de acordo
com as reivindicagdes 1,2 e 3, adicionar nos sistemas uma massa de 10,0 a 60,0mg de

corantes curcuminoides oriundos do rizoma do agafréo.
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6. “PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES
CURCUMINOIDES USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”, de acordo
com a reivindicagao 1, promover a separacao fisica das fases apds a particdo obtendo
um concentrado de corantes na fase rica em polimero.

7. “PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES
CURCUMINOIDES USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”, de acordo
com a reivindicacdo 1, utilizar sistemas aquosos bifasicos para processos de
extracdo/purificacdo de corantes curcumindides.

8. “PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES
CURCUMINOIDES USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”, de acordo
com a reivindicacdo 1, compreender as faixas de concentracdo dos componentes
formadores do sistema que variam de 23,0 a 46,0% m/m de polimero e de 1,0 a 5,0%

de eletrdlito na fase superior compreendendo as linhas de amarracéo estudadas.
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FIGURA 6

PEG1500+Na2C03 para treés pontos globais
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FIGURA 8
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FIGURA 10
PEG1500+Na,CO, 298,15K pH 12
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RESUMO

“PROCESSO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE CORANTES CURCUMINOIDES
USANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS”

A presente invencdo compreende um processo utilizando sistemas aquosos biféasicos
(SAB) para extracdo/purificacdo de corantes curcumindides oriundos do rizoma do agafrdo que
possuem preferéncia pela fase rica em polimero (Fase Superior) em certas condicdes
experimentais resultando num novo método extrativo utilizando substancias que ofertam baixa
toxicidade e ndo inflamaveis. Os parametros analisados foram: Composi¢do do SAB,
comprimento de linha de amarragdo, massa de corante, pH, massa molar do polimero e a
natureza do eletrolito. As aplicagcdes desta invencdo estdo voltadas para industrias quimicas,
farmacéuticas e alimenticias, entre outras, que fazem a purificacdo e/ou extracdo corantes

curcumindides.



