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RESUMO

LEITE, Luciana de Oliveira Reis, M. S., Univesidade Federal de Vigosa, julho
de 2010. Termodinamica de particdo do corante natural carmim de
cochonilha em diferentes sistemas aquosos bifasicos. Orientador: Luis
Henrique Mendes da Silva. Conselheiros: Alvaro Vianna Novaes de Carvalho
Teixeira, Maria do Carmo Hespanhol da Silva, Ana Clarissa Pires dos Santos e
Jairo Tronto.

Atualmente, corantes e pigmentos sao largamente utilizados nas
industrias de alimentos, cosméticos e farmacos. Devido a diversos corantes
sintéticos terem sidos considerados carcinogénicos , a demanda por corantes
naturais tem crescido. Dentro deste contexto o pigmento vermelho extraido do
corpo seco das fémeas do inseto Dactylopius Coccus Costa (Cochonilha) tem
recebido grande atengdo. O componente majoritario presente no pigmento
extraido € o acido carminico que representa aproximadamente 20 % da massa
do corpo do inseto. O acido carminico é considerado um corante funcional, pois
nao pode ser usado somente como corante alimenticio mas também pode
proteger os alimentos contra deterioragdo por oxidagdo. A extragdo do acido
carminico € geralmente estabelecida pela complexagdo de aluminio e calcio
em solugdo aquosa e o complexo formado é conhecido como carmim. A
presenca de impurezas neste processo influencia diretamente a qualidade do
corante. Para solucionar este problema, alguns trabalhos tém procurado
desenvolver metodologias de purificagdo do corante carmim que satisfagam as
expectativas e necessidades das industrias e dos consumidores. Uma
alternativa poderosa e ecologicamente correta para purificagdo de solutos que
tem surgido nos ultimos anos é a extragdo aquosa utilizando sistemas aquosos
bifasicos (SABs). Estes sdo obtidos quando dois polimeros hidrossoluveis ou
polimero e sal sdo dissolvidos em agua até uma concentragao critica em que
duas fases imisciveis sao formadas. Recentemente, Mageste e colaboradores
introduziram os SABs como alternativa para a purificacdo do corante carmim.
Os autores avaliaram o comportamento de particdo do carmim em diferentes

SABs formadas para a mistura de solu¢des de polimero( ou copolimero) e sal.
Xii



Esta pesquisa revelou que as moléculas de carmim concentram na fase rica
em polimero/copolimero de casa sistema. Este resultado tem sido atribuido a
interagdes intermoleculares entre as moléculas de carmim e as moléculas de
polimero/copolimero. A proposta do trabalho € melhorar o comportamento de
particdo do carmim em SABs para aumentar a eficiéncia de estracao deste
soluto. Para isso, o coeficiente de aprticao do carmim (K;) foi avaliado para
diversos SABs e os parametros termodindmicos de transferéncia do corante
foram obtidos (AyH, AxS and A G).

xiii



ABSTRACT

LEITE, Luciana de Oliveira Reis, M. S., Univesidade federal de Vigosa, julho de
2010. Thermodynamic partition of carmine natural dye in several Aqueous
Two Phase Systems. Adviser: Luis Henrigue Mendes da Silva. Committe
Members: Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira, Maria do Carmo
Hespanhol da Silva, Ana Clarissa Pires dos Santos e Jairo Tronto.

Nowadays, dyes and pigments are largely utilized in the industries of
foods, cosmetics and drugs. Because several synthetic colorants have been
considered carcinogenic and toxic to health, the demand for natural dyes has
increased. Within this context, the natural red pigment extracted of dried bodies
of female insect Dactylopius Coccus Costa (cochineal) has received large
attention. The major component of the pigment extracted from cochineal is
carminic acid which represents approximately 20% of insect body mass. It is
considered functional because not only to may be used as a food colorant but
also it to protect food against the deterioration by oxidations.

The extraction of carminic acid is commonly performed by use of
complexation with aluminum and calcium in aqueous solution and the complex
formed is known as carmine. The presence of impurities in this process directly
influences the quality of the dye. For solve this problem, some works have
searched to develop powerful methodologies for purification of carmine dye to
satisfy the expectations and needs of industry and consumers.

A powerful and correct ecologically alternative for the purification of solutes
that has emerged in the last years is aqueous two-phase extraction. Aqueous
two-phase systems (ATPS) are obtained when two water-soluble polymers or a
polymer and a salt are dissolved in water beyond a critical concentration at
which two immiscible phases are formed.

In a recent work, Mageste et al. introduced ATPS as alternative for
purification of carmine dye. These authors evaluated the partitioning behavior of
carmine in different ATPS formed by mixture of aqueous solution of a polymer
(or copolymer) and a salt. It was revealed that Carmine molecules concentrate

in the polymer/copolymer-rich phase of such systems. This result has been
Xiv



attributed to enthalpic molecular interactions between carmine molecules and
polymer/copolymer molecules.

This work has the purpose of improve the knowledge of carmine partitioning
behavior in aqueous two-phase systems to increase the efficiency of ATPS in
the separation of this solute. For this, partition coefficient of carmine (K) was
evaluated for several ATPS and thermodynamic parameters of transference of
dye (A¢H, Ay'S and A;G) have been obtained.
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1. Introducao

A demanda por corantes naturais cresce a cada dia, pois populagédo tem
evitado o consumo de produtos (principalmente alimentos) que s&o coloridos
artificialmente. Ja que os corantes sintéticos podem desencadear processos
alérgicos e desenvolver tumores. Atualmente, a industria tem utilizado
corantes naturais em detrimento aos sintéticos. Nessa substituicdo o corante
natural carmim de cochonilha tem encontrado espago nesse mercado devido a
sua estabilidade e o seu consumo ja chegou a movimentar 75 milhdes de

dolares ao ano.”

Existem diversas técnicas de extracdo e de purificacdo deste corante.
Neste contexto, os sistemas aquosos bifasicos (SABs) se mostraram eficientes
ja que o carmim particiona preferencialmente para a fase superior destes.” A
agua é o componente principal, o que demonstra a potencialidade da utilizagéo
dos sistemas aquosos bifasicos em detrimento as extragdes liquido-liquido
(ELL) convencionais que em sua maioria fazem uso de solventes organicos

téxicos seguindo os principios da quimica verde.

A proposta deste trabalho € investigar a particido deste corante em
diferentes SABs, determinar os parametros termodinamicos a fim de elucidar

os fatores que governam essa partigao.

1.1 Corante Natural Carmim de Cochonilha: Origem, Estrutura

Quimica e Historia

O carmim de cochonilha ou simplesmente carmim é um corante
vermelho obtido das fémeas dessecadas do inseto Dactylopius coccus Costa

conhecido popularmente como cochonilha.

Este inseto pertence a familia Dactilopiidae, que estda amplamente
distribuida e cujos membros vivem em associac¢ao. O Dactylopius coccus Costa

vive como parasita sobre cactus dos géneros Opuntia e Nopalea,



especialmente Nopalea cochenillifera de habitat fundamentalmente na América

do Sul e América Central. 3

As fémeas adultas possuem em seu interior um liquido avermelhado

com um teor aproximado de 20% em acido carminico (Figura1).

CH,OH

Figura 1 — Formula estrutural do Acido Carminico

O acido carminico é um composto organico derivado da antraquinona,
especificamente uma hidroxiantraquinona ligada a uma unidade de glicose,
cuja estereoquimica foi recentemente definida. Sua nomenclatura oficial é
acido 7-D-glucopiranosil-7-D-glucopiranosil-9,10-dihidroxi-3,5,6,8-tetrahidroxi-1-
metil-9,10-dioxi-2-antraceno-carboxilico(C22H20013, PM = 492,39). A extragao
do acido carminico é feita a partir das fémeas secas do inseto e a complexacao
deste com os ions Aluminio e Calcio forma o pigmento natural Carmim

conhecido como laca (Figura 2), de grande importancia comercial.®

Figura 2 — Formula Estrutural do Corante natural Carmim.



Dapson ressaltou que sdo utilizados os termos: produtos a base de
cochonilha (base products), extrato de cochonilha (cochineal extract) e acido
carmim estavel (acid-stable carmine) aparecem em catalogos dos produtores
sem qualquer descri¢cdo. Estes termos se referem a cochonilha e o carmim, ao
acido carminico e ao carmim ou também &cido aminocarminico
respectivamente. Essa revisdo visou a esclarecer essa terminologia confusa.
Entdo Cochonilha é o material cru oriundo dos corpos secos das fémeas do
inseto. O Acido Carminico é o ingrediente ativo de cor vermelha e aparece em
produtos comerciais de marcas cientificas. O Carmim € um complexo metalico
coordenado envolvendo os ions aluminio e calcio e acido carminico com
quantidades e tipos variados de outros compostos, alguns destes sao vitais
para usos especificos de um produto. O carmim é geralmente produzido a
partir diretamente a partir da cochonilha e vendido como pigmento insoluvel

precipitado com calcio ou outros ions metalicos.*

O corante vermelho fino foi descoberto em civilizagdes ricas em recursos
naturais, por exploradores espanhdis que invadiram a América Central e do Sul
durante o século XV e XVI. A Espanha exportou uma média de 50 a 160
toneladas anualmente, sendo somente ouro e prata mais importantes. A
cochonilha comercial moderna era originaria de plantagcbées no Peru, Chile,
Bolivia, e llhas Canarias. Pequenas quantidades eram oriundas do sul da
Espanha, Algéria e Australia. Em destaque estava o México como maior centro
produtor até o aparecimento das anilinas em 1860. E ironicamente o fator que
causou essa perda, foi o responsavel pela sua crescente demanda mundial. Os
corantes sintéticos foram causadores de doencas e a partir da década de 80 a
sua utilizacdo em alimentos, drogas e cosmeéticos foi banida nos Estados
unidos, Japao e Europa. Desde entao, os derivados da cochonilha se tornaram

os corantes vermelhos mais populares para essa proposta de substituicao®.
1.1.2 Métodos de Extragcdao do Carmim

Existe uma séria exigéncia de diversos paises sobre a qualidade dos
insetos e dos extratos. Sao as fontes de variagdo na qualidade do inseto, de

acido carminico e da laca respectivamente®:



- Diferengas no clima, umidade, temporada, tipo de solo, origem geografica e

variagdo das técnicas de matar e secar os insetos;
- Técnicas de extracao, purificacado e derivatizagao;

- Técnicas de solubilizagao.

S&0 varios os métodos de extracdo propostos a partir do inseto.>®?

Todas essas tecnologias normalmente iniciam com um pré-tratamento da
matéria-prima para a retirada da cera presente no inseto até a extragdo usando
diferentes solventes e utilizam sulfato de aluminio e potassio para a reacio de

formagao do carmim?.

Carvalho descreveu diversos métodos (Alcabés, Alemao, Carré,
Madame Cenette, Chinés, Inglés, Francés, Muspratt, Napier, Prado, Rios e
Thorpe). Estes se diferem pelo uso diversos tipos solventes como: agua a
ebuligdo, hidréxido de sédio e solugdo de sal (citrato de sodio, carbonato de

calcio, carbonato de potassio)’.

De um modo geral, o processo de obtencao do corante a partir do inseto

é feito em etapas (Figura 3).

Extraciiodo AC da cochonilha com solucdes aquosas

Complexacio do AC Com sais de aluminio

Separacio do Precipitado

Secagem

Figura 3 - Esquema das etapas do processo de extragdo do carmim a partir do

inseto.

O pigmento comercializado no Brasil tem aspectos diferentes do que o
resultante desses métodos de extracao citados anteriormente. Hoje se mantém

sigilo sobre segredos industriais das alteragdes tecnoldgicas feitas no processo



de producado do carmim. A empresa CHr. Hansen oferece uma faixa completa
do corante carmim nas formas liquida, sdlida hidrossoluvel, laca e capsula que

sd0 bastante estaveis a variacdo de luz e temperatura.®

Carvalho também propdés dois métodos de extracdo do carmim e
otimizou o processo de producado. O fluxograma da metodologia (Figura 4) que
foi utilizada para estudo de cinco fatores significativos: pH de extragédo 2 (-) ou
12 (+), pH de precipitagéo 6 (-) e 8 (+), massa de sulfato de aluminio e potassio
0,25g (-) e 0,5g(+), massa de carbonato de calcio 0,1g(-) e 0,5g(+), e forma de

adigdo dos sai (sulfato de aluminio e potassio antes (-) e juntos (+)°.

Amnstra
ol dn do axtracs + AK(S0, ),
clugao de extracao + {CH,COQ),Ca
Aguecer a ebuligdo

Aquecer

Filtrar a vacuo

Secar a vacuo

&

Trituragao e
z2nalise

Figura 4 - Fluxograma do processo de produgdo de carmim de

cochonilha utilizado no estudo de fatores significativos proposto por Carvalho.

A tecnologia final proposta teve um baixo rendimento de extragao

(~67%), sendo um fator limitante deste processo. Para aumentar a eficiéncia
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dessa tecnologia, foi proposto reciclar o residuo desta extragdo. O tempo de
extragcédo estabelecido foi de 25 minutos com a proporcao de solvente (NaOH
0,4%) igual a 80mL/g de amostra e pH =13. O extrato foi resfriado, teve o pH
corrigido para 4 com adi¢ao de HCI e filtrado. O residuo foi reciclado e o filtrado
teve o pH ajustado para 6. Adicionaram-se os sais a esse extrato. A
concentragdo de sulfato de aluminio e potassio AIK(SO4)2.12 HO e a
concentracao de acetato de calcio utilizadas foram de 0,72g/g e 0,08g/g de
acido carminico respectivamente. O que sugere a participagado de outra fonte
de cation na formagao do complexo. Essa mistura foi aquecida até a ebulicdo
por 30 minutos, resfriada e o material precipitado é separado por filtragdo. O
corante obtido € seco em estufa a vacuo em temperatura inferior a 60°C,
triturado e envasado. O fluxograma (Figura 5) deste método estabelecido

demonstra todas essas etapas citadas anteriormente?®.

Fo==-=---=- - Matériaprima - --------- - oo '

( Aguecimento }7 MNaOH 0.4% i

T i

LCurrel;éu de pH )— HCI E

[ F——(Fmmeio_) 5
:

:

R e e e e e et

{CH,C0Q),Ca 4( Atuecimento }7 AIK(SO, ),

L Filtracso )—. Extratn |----.2

Figura 5 - Fluxograma do processo estabelecido para a extracdo do

corante de cochonilha proposto por Carvalho.



Gonzalez e colaboradores desenvolveram outro método de extracio e
determinacdo de pigmentos a partir do corpo das fémeas do inseto cochonilhas
(Dactylopius Coccus Costa). O procedimento foi baseado na extragao por
solvente de pigmentos em amostras de insetos usando metanol:agua (65:35,
v:v) como extratante. Foi usado um planejamento fatorial de dois niveis para
otimizar os parametros de extracdo. Sao eles: temperatura, tempo,
concentragdo de metanol na mistura extratante, e o numero de extragbes. O
fator mais significante foi o numero de extragdes. A determinagéo e separagao
dos pigmentos foram estabelecidas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia/UV-vis. Foi demonstrado que o acido carminico € o principal
composto no extrato das cochonilhas.® Visando aumentar o valor comercial do
pigmento extraido das cochonilhas investigou-se a qualidade da cor do extrato
e caracterizagdo da origem geografica usando andlise estatistica multivariada.’
Outro método rapido desenvolvido para a determinagao de adulteragéo de cor
em cochonilhas por estabelecido por espectrofotometria. Os comprimentos de
onda selecionados foram 420 e 500nm para a determinagao e quantificacédo
simultdnea de grupos de pigmentos vermelhos e amarelos em extrato das
cochonilhas. A determinacao do coeficiente médio de absorcao foi dada pela
razéo entre (C420/Cs00) que resultou em equagdes que servem para calcular a
concentragcdo dos dois grupos de pigmentos e que sdo considerados
constantes e utilizados como parametro de controle de qualidade. O método
proposto foi comparado a cromatografia liquida e nao apresentou diferengas

significantes.®

1.1.3 Aplicagoes e Métodos de identificagcdo, determinagdo e

quantificacao de Acido Carminico em diversas matrizes

Este corante na antiguidade era aplicado como pigmento em telas,
téxteis e mapas. A anadlise da composicédo destes artefatos € de grande
importancia, ja que serve como fonte de informacéo pra técnicas de trabalho de
reconstrugdo, restauracdo e conservagao. Sao diversos os trabalhos que
investigam o tipo de pigmento, inclusive carmim, utilizado nestes objetos.
Usualmente s&o empregados para identificagdo de téxteis historicos e

arqueoldgicos baseados na comparagdo com material de referéncia conhecido.
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Dependendo da composi¢cao qualitativa e quantitativa dos principais corantes e

€ extremamente vantajoso para elucidagao da origem deles.®

Favaro e colaboradores investigaram os espectros de emissdo dos
corantes vermelhos, como acido carminico (AC) e laca (AC-Al) em solugao ou
superficie pintada. O estudo foi focado no uso do acido carminico em pinturas e
a possivel mudangca de cor e envelhecimento com o tempo. A laca é muito
estavel e ndo é fotodegradada como o acido carminico.’® Observou-se que o
espectro do acido carminico diluido em agua muda em fungdo do pH. Foram
detectadas quatro etapas de dissociagao que correspondem a valores de pK’s
que foram determinados a partir de titulacbes espectrofotométricas e de

fluorescéncia.

Maier e colaboradores utilizaram a desorg¢ao/ionizagado a laser matriz-
assistida e espectrometria de massas eletrospray (ESI-MS). A aplicagéo de
ambas as técnicas é feita para analise de acido carminico suspenso em 6leo
de linhaga aplicado em pintura de telas, demonstrando a habilidade das
mesmas para identificar corante organico em mistura usada nessas pinturas."’
As antraquinonas e corantes naturais vermelhos usados por pintores antigos
foram identificadas também por espectrometria de massas eletrospray
acoplada a eletroforese capilar.’®> Outro método utilizou esta Ultima técnica
com deteccdo UV para identificar cinco corantes naturais numa colecdo de
mapas e desenhos da Royal Chancellery Archives em Granada, Espanha. A

validacao foi feita usando HPLC como método de referéncia.’

Os Corantes organicos usados em pinturas artisticas do museu
Diocesano de Arte sacra de Bilbao na Espanha também foram analisados por
cromatografia eletrocinética usando como surfactante SDS. A grande vantagem
€ o tempo da analise que é de dez minutos contra trinta minutos, reportado na

literatura quando a analise é feita por HPLC.™

Surowlec otimizou uma analise seletiva por HPLC para a principal classe
de corantes naturais (antraquinonas, flavondides e seus produtos de
degradacdo) usados antigamente para tingimento de téxteis®. Atualmente o

carmim é aplicado em farmacos e cosméticos e também em alimentos devido a
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sua estabilidade. Os principais alimentos em que é empregado sdo: balas,
biscoitos, geléias, sorvetes, bebidas lacteas, sucos, carnes, salsichas e

salames defumados. Cada vez mais sao desenvolvidas técnicas para a

purificacgo?>%®

15-18

, ou deteccao de adulteragdo deste corante em diferentes

matrizes

Huang e colaboradores determinaram oito corantes em bebidas
lacteas. Os corantes sdo adicionados para aumentar a atragao, aparéncia e,
aléem disso, a deteccdo e medida de corante neste tipo de bebida sao
relativamente importantes por razdes de saude. Dentre eles o acido carminico
também foi analisado. Foi ressaltado que as extracdes em fase liquida ou fase
solida s&o dois pré-tratamentos usados para uma variedade de amostras,
porém consumem muito tempo e aumentam a concentragdo dos corantes ja

que estes sdo soltiveis em agua.’

Gonzales e colaboradores desenvolveram também um método
automatico para determinacao de cinco corantes naturais (inclusive o carmim)
e também para sintéticos em alimentos liofilizados baseado no processo de
lixiviagado e extracdo em fase solida. A liofilizagao da amostra acoplada com o
procedimento de separagao fornece uma amostra limpa sem a complexidade
das matrizes estudadas. O limite de deteccdo alcancado para todos os
corantes (0,003-75 pg/g) que esta dentro dos padrdes estabelecidos pela Unido

Européia.'®

Um simples método foi desenvolvido para discriminacdo entre os
corantes naturais e sintéticos presentes em alimentos para reduzir o uso de
técnicas analiticas caras como cromatografia liquida com detecgao por diodos.
Foi proposto um sistema em fluxo rapido em que as amostras de corantes
sintéticos e naturais em meio de acido aceético passam através de uma coluna
de la/algodao, no qual os corantes sintéticos sao retidos e diluidos em amonia.
E os aditivos de diversas cores (amarelo, vermelho e verde-azul-marrom)
podem ser monitorados nos respectivos comprimentos de ondas (400, 530 e
610nm) com o espectrofotdbmetro convencional. A discriminagdo completa entre

corantes sintéticos e naturais pode ser obtida pela concentragdo molar."



Investigou-se a separagao de corantes sintéticos e também de alguns
corantes naturais (inclusive o carmim) em sistema micelar para comprovagao
da composicao de produtos farmacéuticos. A analise pode ser entendida para

produtos alimenticios visando a identificar falsificacgo. '®
1.1.4 Funcionalidade

Do ponto de vista tecnoldégico o corante natural carmim é considerado
um corante funcional, pois € um antioxidante. Constatou-se que este corante é

capaz de preservar os constituintes dos alimentos contra a oxidagao Iipl’dic:a.19

Além disso, o acido carminico (principal constituinte do carmim) é
conhecido como agente terapéutico devido as suas atividades farmacoldgicas.

S3o0 elas: antitumorais, antivirais e antimicrobianas®.

Acredita-se que a eficacia que esse composto tem de inibir o
crescimento das células tumorais é devido ndo sé a habilidade em associar e
intercalar com o DNA, mas também por processos de oxidagao-redugao com
geracao de espécies oxigenadas reativas que modificam e degradam acidos

nucléicos e proteinas no interior das mesmas.?%?'

Wu e colaboradores desenvolveram um novo tipo de sonda (Molecular
Beacons — MBs) em que moléculas de acido carminico sao utilizadas como
marcador eletroquimico. O sinal eletroquimico ativado/desativado encontrado
na mudanca do monémero para o dimero de acido carminico € o requisito
necessario para uso como MB. Essas sondas sido aplicadas na deteccao de
DNA em solugcdo homogénea para diagnéstico de doencgas infecciosas e

hereditarias.

No Esquema 12 (Figura 6) € mostrada, na auséncia da sequéncia de
DNA, a estrutura haste-laco formada por duas metades de acido carminico em
formando um dimero, e como resultado, o sinal eletroquimico do monémero de
acido carminico € suprimido através do mecanismo de auto-associagdo. Em
consequéncia da hibridizacdo com a sequéncia de DNA complementar, a MB
sofre uma mudanca conformacional dindmica e o dimero se dissocia, € o sinal

eletroquimico é ativado produzindo correntes facilmente mensuraveis?.
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Figura 6 - Representacdo esquematica da sonda de acido carminico

(Cas-MB) eletroquimicamente inativa/ativa proposta por Wu e colaboradores.
1.1.5 Toxicidade e Reagdes Adversas

Embora seja um corante natural, ndo esta isento de ser toxico ou
provocar reagoes adversas a saude humana. Atualmente n&o se pode associar
o termo natural a in6cuo. Portanto o carmim foi avaliado quanto as atividades

mutagénicas e carcinogénicas, demonstrando auséncia destes efeitos.?®

A combinacdo de corantes naturais (dentre eles, o carmim) com os
sintéticos em farmacos podem provocar reagcdes pseudo-alérgicas, em especial
a pessoas que também sado alérgicas a aspirina e outros agentes

antiinflamatorios, ou que sofrem de urticaria ou asma.'®

O carmim é amplamente utilizado em alimentos e bebidas, e possiveis
reacdes alérgicas ndo se desenvolvem pela ingestao destes, ja que a ingestao
diaria aceitavel (IDA) esta estabelecida em 0-5mg/Kg de peso corporal pela
Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO)?
(CARVALHO)

Podem ser desencadeadas asma'®, alergias respiratdrias, rinites,
urticaria e diarréia®® em trabalhadores expostos diretamente ao pé do carmim

em na industria de aditivos para alimentos.
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1.1.6 Legislagao e Restrigao de Uso

A Resolugdo n° 44 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA)24 estabelece condigbes gerais para a elaboragao, classificacao,
apresentacao, designacao, composicéo e fatores essenciais de qualidade dos
corantes empregados na produgao de alimentos (e bebidas). De maneira geral
corante foi definido como uma substancia ou a mistura de substancias que
possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloragédo do alimento (e
bebidas). O corante natural carmim, também denominado acido carminico ou
cochonilha foi classificado como corante organico natural identificado pela sigla
INS 120.

Outras Resolucdes®®° (n° 382, 384, 385, 387, 388, 389) e a Portaria n°
1004*' ambos da ANVISA aprovam o uso de aditivos alimentares (inclusive INS
120), estabelecendo suas fungbes seus limites maximos para categorias

especificas de alimentos de resumidos na Tabela 1 em anexo.

Na Portaria n°® 376 da ANVISA estabeleceu-se o conceito do termo
quantum satis que se refere a quantidade minima necessaria para obter o

efeito tecnoldgico necessario.>?
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2. Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs)

A descoberta dos SABs aconteceu no século XIX, mais precisamente
em 1896, quando Beijerinck misturou solugbes aquosas de agar e gelatina e
espontaneamente houve a separacgdo das fases®

Os sistemas aquosos bifasicos podem ser formados através da mistura
de dois polimeros quimicamente distintos, duas solugcdes aquosas de sal, ou
uma solucdo aquosa de polimero/copolimero e outra solugdo aquosa de sal.
Nesse trabalho foram utilizados sistemas constituidos por polimero/copolimero
e solucdo aquosa de sal. A escolha dos SABs é uma alternativa promissora,
pois sdo comercialmente acessiveis, ambientalmente seguros (pela néo
utilizacdo de solventes organicos comum em processos de extracdo e a néo
geracdo de residuos potencialmente téxicos), de baixo custo e de facil
utilizagdo em escala industrial®*.

A composig¢ao quimica das duas fases que se encontram em equilibrio &
geralmente representada em um diagrama de fase de coordenadas

retangulares:

FS
30 4
polimero +
201 —
agua+ sal

Regido Bifasica

polimero +
dgua + sal

Fl

Concentragao de Polimero
o
i

= Regiao Monoféasica LB

0 5 10 15 20 25
Concentragao de Sal

Figura 7 - Diagrama de fase em coordenadas retangulares>’
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Esta representacéo grafica (Figura 3) € de grande importancia para
estudos de particdo, pois € utilizada como ferramenta inicial para o
desenvolvimento o processo de extragdo®. Os dados estdo relacionados a
variagao da energia livre de Gibbs do sistema. O eixo das abscissas representa
a concentragao de sal e o eixo das ordenadas a concentracdo de polimero,
ambas em porcentagem massica % (m/m). O diagrama informa em quais

composi¢des globais o sistema € homogéneo ou heterogéneo.

A Linha Binodal (LB) separa essas duas regides. Na regido abaixo dessa
linha, o sistema & monofasico ja na regido acima o sistema é bifasico®.
Apresentam-se também as linhas de amarragao (LA). Essas linhas fornecem a
concentracao dos solutos nas duas fases em equilibrio (FS e Fl) para uma
determinada composic¢ao global (A) do sistema. O comprimento da Linha de
Amarragao (CLA) € um parametro termodinamico que é utilizado para medir as
propriedades intensivas entre as fases. E calculado em funcéo das diferencas

de concentragdao dos componentes em cada fase (Equacao 1).
2 2
_ FS FI FS FI
CLA = (Cfs—cF')” +(cE5— i) (Eq. 1)

Em que C,”° e C,”', é a concentragdo de polimero em cada fase
(superior e inferior), e Cs> e Cs™' € a concentracdo de sal presente em cada

fase (superior e inferior) respectivamente.

Quanto maior o valor do CLA, maior sera a diferengca entre as
propriedades termodindmicas intensivas das fases, maior € a eficiéncia na

extracdo e/ou particdo de soluto de interesse no SAB.>*%

No Ponto critico (PC), € um limite em que o CLA tende a zero. No qual
poderiam existir duas fases distintas, mas com propriedades termodinamicas

intensivas iguais>°.
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2.1 Processos envolvidos na formagao dos SABs

Da silva propés um modelo qualitativo a nivel molecular de formacao dos
SABs sempre diferenciando os fatores entropicos dos entalpicos através do
acompanhamento das mudancgas de propriedades termodinamicas do sistema
(entalpia de solugdo, entalpia de diluicdo, raio hidrodindmico e tensao

superficial) até ocorrer a separagao de fases.*

Segundo este modelo, a medida que se acrescenta solugdo aquosa de
sal (sulfato de litio), em uma solugéo polimérica (PEQO) a entropia do sistema
aumenta devido a liberagdo de moléculas de agua que estavam solvatando a
macromolécula (unidades EQO) e os ions para que ocorra a interagao entre os
cations e a macromolécula contribuindo para a homogeneidade do sistema.
Entdo, ao redor de toda a macromolécula existe uma densidade de carga
positiva, denominada pseudo-polication. Este por sua vez, atrai
eletrostaticamente os anions. Essa interagdo ocorreu até o momento em que
os sitios se encontraram energeticamente saturados. Caso essa interagéo
continuasse a ocorrer apareceriam forcas de repulsdo de curto alcance
(aproximagao de cargas de mesmo sinal ou mudangas na conformacao da
macromolécula) desestabilizando o sistema. Entdo a adigdo de mais solucao
aquosa de sal, obriga os ions a se concentrarem distante da macromolécula,
fazendo com que as moléculas de &agua retornem a solvatar a cadeia
polimérica. Nao existindo a possibilidade de ocorrer o ganho entropico
explicado anteriormente, estabelece-se uma situacdo de instabilidade
termodindmica, pois o sistema ndo consegue manter-se homogéneo e ao
mesmo tempo diminuir a energia livre de Gibbs ocorrendo entdo a separacao
de fases. Nesse novo estado, o polimero é concentrado na fase superior € 0
sal na fase inferior aumentando assim as interagdées polimero-polimero e sal-
sal. Ocorre a liberagdo das moléculas de agua que estavam hidratando a
macromolécula e o sal para regides na solugdo livres dessa influéncia,

acarretando mais uma vez um aumento de entropia>®.

Explica também que no caso de formagcdo de SABs constituidos por

PEO e sulfato de sédio, o mecanismo é o mesmo. Embora exista também uma
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contribuicdo entalpica, j4 que a entalpia de transferéncia desse processo
continua negativa depois da separagdo das fases sugerindo que esses ions
(Na* e SO4%) interagem entre mais ente si, na presenca de PEO do que em

agua devido a uma maior concentragao local dos mesmos*°.
2.2 Teoria de Particao de solutos em SABs

O coeficiente de Particdo de um soluto (Ks) € dado pela razdo da
concentracdo do soluto na fase superior e na fase inferior do SAB*° (Equacéao
2).

_ [soluto] FS (Eq. 2)

> [soluto]!

Haynes37 e colaboradores desenvolveram uma série de equacgodes
derivadas da teoria de Flory-Huggins. E estas sdo usadas para identificar a
forgca motriz que rege a particdo de solutos nos SABs, ou seja, o transporte de
matéria entre as fases do sistema. Nesse modelo sdo reconhecidas duas
forcas motrizes (contribuigdes) que podem levar a um soluto a se particionar

em um SAB: uma contribui¢cdo entalpica e uma entropica.

A Contribuicao entropica dada pela equacado 3, sendo que Ms € a
massa molar do soluto particionado, p € o numero de sitios por unidade de
volume e n"S e n' & o numero total de moléculas na fase superior e inferior,

que quando divido pelo volume V™S e V' informa a densidade numérica da fase

MS nFS I]FI
In KS = " (UFS - VFI) (Eq. 3)

respectivamente.

Evidenciando que na auséncia de efeitos entalpicos, as moléculas tém
a tendéncia de se concentrarem na fase que contém a maior densidade

numeérica.

A contribuigdo entalpica é dada pela equac&o 4 sendo que @ e o' ¢ a

fragdo volumétrica de cada componente do SAB(j;) na fase superior e inferior
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respectivamente, Wjs é energia potencial absorvida ou liberada quando um par
soluto-agua, ou soluto-polimero, ou soluto-cation, ou soluto-anion, é formado.
E W; é o valor da energia do par potencial formado pelos componentes (j;) do

SAB na auséncia de soluto.

e M
Ms= TRt

3 z 3
Z(qnfs — o) wis — Z Z(mfsqnfs — oF' oM )wij| (Eq. 4)

i=1 i=1i=2

O 1° termo representa a diferenca em todas as interagdes entre o

carmim e cada componente do sistema presente nas fases superior e inferior.

O 2° termo representa a auto-energia das fases. Entdo quando uma
molécula de soluto é transferida da Fl para a FS, forma-se uma cavidade na
fase que ela deixou e forma-se uma cavidade na fase que ela entrara. Esse
termo leva em consideragdo essas interagdes intermoleculares rompidas e
formadas entre os componentes do SAB. Pesquisas® do nosso grupo
(QUIVECOM) ja demonstraram que esse termo n&o contribui muito para a
particdo, pois se fez o estudo com moléculas do mesmo tamanho e o Kc se

mostrou muito diferente.

2.2.1 Sistemas Aquosos Bifasicos utilizados para particao de

corantes

Observacbes sobre a particdo de pigmentos em sistemas aquosos
bifasicos possuem uma longa histéria, mas a aplicagéo para esse fim tem sido
infrequente. Em 1954, Albertsson noticiou a particdo de cloroplastos em
sistema aquoso bifasico constituido de polietileno glicol e solugdo aquosa de
sal (PEO-SAL) na eluicdo de material ligado a partir da hydroxiapatita. Ja em
1970, o trabalho de Hustedt et al sobre extracdo de proteinas demostraram um
forte tendéncia do material intracelular pigmentado se concentrar na fase
superior do SABs. A maioria dos pigmentos naturais demonstra uma tendéncia
de se concentrar na fase superior, rica em PEO, nos SABs. Isto foi confirmado
em seu trabalho recente de recuperacdo de corantes téxteis e corantes
complexados com metais. E surpreendente este fato nido ter sido explorado

para separacgao, recuperacao e analises de pigmentos. Outra questdo a ser
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considerada é o impacto ambiental causado pela descarga de efluentes

contendo esses corantes.*®

Atualmente, a utilizacdo de SABs para a extracao/purificacdo de
diversos solutos como proteinas, bio-nanoparticulas, acidos nucléicos, ions
metalicos'® e corantes s3o uma excelente alternativa por serem de baixo custo
e estarem dentro dos principios da quimica verde devido a nao utilizacdo de
solventes téxicos e ndo ha geracéo de descartes perigosos ao meio ambiente e

a saude humana.?

Mageste e colaboradores recentemente estudaram a particdo do corante
carmim em SABS constituidos pelo polimero PEO 1500 e sais de sulfato (litio e
sddio). O Kc do carmim foi investigado em funcdo do pH do sistema, massa
molar do polimero, hidrofobicidade, comprimento da linha de amarracéo e
natureza do eletrolito.? Neste trabalho, para explicar os fendmenos de particao
do carmim nos SABS investigados, adotou-se o modelo tedrico proposto por
Haynes e colaboradores, descrito na seg¢ao anterior. A densidade numérica da
fase inferior € maior (devido ao maior teor de agua presente nesta fase),
portanto levando em consideracdo a contribuicdo entropica as moléculas de
carmim deveriam ter a tendéncia de se concentrarem nesta fase. Porém os
resultados experimentais comprovaram o contrario. As moléculas de carmim
tém a tendéncia de se alojarem na fase superior dos SABs (Kc >1). O que s6
poderia ser explicado pela contribuicdo entalpica demonstrando que as
moléculas de carmim interagem mais fortemente com a macromolécula do
polimero. Evidentemente, foi comprovado que os SABs sdo uma alternativa
promissora para o processo de purificacdo deste corante em substituicdo aos

processos convencionais.
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3. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo principal elucidar os fatores que

influenciam a particdo do carmim de cochonilha em diferentes SABS e

determinar os parametros termodindmicos para compreensao da natureza da

forga motriz que rege essa transferéncia.

3.1. Objetivos especificos

Investigar a influéncia do aumento da hidrofobicidade sobre o coeficiente
de particdo do corante carmim (Kc) em SABs formados por polimero
PEO 1500 ou copolimeros L35, L64 e F68 e sal tartarato ou citrato de
sédio.

Compreender o efeito da natureza do &nion ou do cation no
comportamento da particdo do carmim em SABs formados pelo
copolimero L35 e sais de sodio (carbonato, citrato, tartarato, acetato) e
citrato de amoénio..

Determinar os parametros termodinamicos do processo de partigdo dos
SABs investigados (AG, AH, AS) através das técnicas de
Espectrofotometria de Absor¢cao Molecular UV-visivel e Microcalorimetria

de Titulagao Isotérmica (ITC);
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4. Materiais e Metodologia
4.1 Reagentes

Polimero Poli(6xido de etileno) (PEO), com massa molar média de 1500
g mol™ obtido da SYNTH® (Sao Paulo, Brasil) e copolimeros tribloco L35, L64
e F68 da ALDRICH® (USA), com massa molar media de 1900, 2900 e 8400 g
mol™ | respectivamente . A composi¢cao nominal desses copolimeros sao, L35:
(EO)11(PO)16(EQ)11, L64: (EO)13(PO)30(EQ)13 € F68: (EO)g0(PO)30(EO)s0.

E os eletrdlitos: carbonato de soédio ,Na,COj; tartarato de sdédio
dihidratado ,Na,C4H404.2H,0, e hidréxido de sddio, NaOH, fabricados pela
VETEC® (Brasil). E acetato de soédio, NaC,HsO, citrato de aménio,
(NH4)3CsHs07 e citrato de sddio dihidratado Na3zCgHs07.2H,O adquiridos da
MERCK® (USA).

O corante Carmim foi doado pela Chr. Hansen Ind. Com. Ltd. (Brasil).

Todos os reagentes foram usados como recebidos, sem nenhuma etapa

de purificagdo. Foi usada agua destilada em todos os experimentos.

4.2 Experimentos de Partigao

Os SABs foram preparados pela mistura de solugbes estoque de sal e
polimero (ou copolimero) para obter a composigao global do sistema de acordo

com os diagramas de fases descritos na literatura.*’**

Para cada diagrama de fase, foram estudadas cinco diferentes
composic¢oes. Solugdes aquosas de copolimero (ou PEO) e sal foram pesadas
em tubos de centrifuga, com capacidade para 50 mL. O peso total do sistema
foi de 30 g. Os SABs preparados foram colocados em banho termostatico
(Microquimica, MQBTC 99-20, Brasil), a 25°C por um minino de 24 h para que

o equilibro termodinamico fosse alcangcado com incerteza de £ 0,1C° .

Alcancgado o equilibrio termodinamico, as fases superior e inferior foram
coletadas e separadas por seringas e pesadas em tubos de ensaio (2,5 g) de
ambas as fases misturadas com 0,963 umol do corante carmim e 30 uL de
solugdo de NaOH (1 mol L™).
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Esses sistemas foram misturados em vortex (Certomat MV) e
novamente colocados em banho termostatico por no minimo 24h para que o
equilibrio termodinamico fosse alcangcado. Cada experimento foi feito em

duplicata.
4.3 Determinacgao do coeficiente de Parti¢cao (Kc¢)

O coeficiente de particdo das moléculas de carmim entre as fases foi
calculada pela razdo (equacéo 5)
]FS

[carmim (Eq. 5)

[carmim]F!

Na qual, os termos [carmim]FS e [carmim]”' s&o as absorbancias do corante

particionado nas fases superior e inferior, respectivamente.

Apé6s a diluicdo adequada, em cada fase foi medida a absorcao do
carmim a 534 nm. As fases diluidas de cada SAB sem o corante foram
utilizadas como branco e preparadas em paralelo. A absorbancia foi medida em
um espectrofotdmetro de duplo feixe (Shimadzu UV-2550). O desvio padréo

relativo para os valores do Kc foram menores do que 10%.
4.4 Medidas Calorimétricas

As medidas de entalpia de transferéncia foram feitas pela metodologia
de microcalorimetria de titulacdo isotérmica (ITC). Todos os experimentos
foram realizados no microcalorimetro CSC-4200 (Calorimeter Science Corp.)
controlado pelo software ItcRun. Todos os procedimentos calorimétricos foram
calibrados quimicamente e eletricamente pelo calor de protonacdo do

(Tris(Hidroximetil)Aminomethano) e pelo efeito joule, conforme recomendado®®.

O equipamento tem duas células calorimétricas (amostra e referéncia) com
volume de 1,75 mL. O experimento consiste de cinco inje¢gdes consecutives de
aliquotas (50 pL) de carmim dissolvido na fase inferior dentro da célula da
amostra que inicialmente continha 0,90 mL de ambas as fases. O titulante foi
adicionado com auxilio de uma seringa Hamilton com capacidade maxima de

250 pL. O intervalo foi de 60 minutos entre as inje¢cdes. A mistura titulada foi
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agitada a 350 rpm usando um agitador de hélice. As medidas foram
estabelecidas a temperatura constante de 25.000 + 0.001° C.

Os valores para entalpia de transferéncia foram calculados pela
integracdo da area abaixo dos picos em fungédo do tempo e da mudanga de
poténcia e dividindo esses numeros de mols do carmim transferidos para a fase

superior apos cada adi¢ao (ntrs). O valor de ntes foi obtido pela equagao 6:

Ke | (Eq.6)
Ntps = ;L Madd g.
Ke +1°°
na qual Kc é o coeficiente de particdo, i € o numero de injegdes € Nygq € 0

numero de mols adicionados em cada injegao.

Todos os desvios padroes de entalpia de transferéncia calculados foram

menores que 1,0%.

5. Resultados e Discussao
5.1 Diagramas de fase

Todos os diagramas utilizados neste trabalho foram previamente
construidos e reportados na literatura*™**. A partir das composigdes das fases
dos SABs, em equilibrio termodindmico, foi calculado o parametro
termodinadmico Comprimento da Linha de amarrac&o (CLA). O aumento do CLA
€ sempre relacionado ao aumento da eficiéncia no processo de extracdo do

carmim.

O CLA para cada SAB foi calculado a partir da equagao 1.
2 2
CLA = (C5° —¢f')” +(c55 —cf") (Eq. 1)

As tabelas 2, 3 mostram os valores calculados dos comprimentos de
Linha de Amarracdo (CLA) de diferentes SABs formados pelo polimero (PEO
1500) ou copolimeros (L35, L64, F68) e os sais tartarato de sodio ou citrato de
sodio respectivamente. A tabela 4 mostra os valores de CLA calculados para
outros SABs formados pelo copolimero L35 e sais de sédio (carbonato e

citrato) e aménio (citrato). Todos esses SABs foram utilizados neste trabalho.
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Tabela 2 - Valores de CLA calculados para SABS formados por diferentes

polimeros e o sal tartarato de sodio

PEO 1500 L35 L64 F68
1 28,73 40,8 29,28 18,21
2 34,95 48,17 37,34 24,37
3 41,74 52,77 41,28 30,06
4 48,51 58,43 47,2 33,01
5 50,21 69,28 52,34 37,7

Tabela 3 - Valores de CLA calculados para SABS formados por diferentes
polimeros e o sal citrato de sodio

CLA PEO 1500 L35 L64 F68
1 22,49 34,78 36,58 21,91
2 36,76 42,16 42,56 26,87
3 39,87 48,18 45,58 32
4 47,32 53,71 52,96 34,97
5 56,04 59,48 57,83 38,5
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Tabela 4 - Valores de CLA calculados para SABS formados pelo copolimero

L35 e sais de sddio (carbonato e Acetato) e amdnio (citrato)

CLA Acetato de Carbonato Citrato de
sodio de Saodio Amonio
1 26,51 34,47 42,11
2 41,82 39,61 49,99
3 53,77 48,72 57,11
4 67,09 54,96 61,94
5 74,03 61,3 67,13

Na figura 8 é mostrado um exemplo tipico de diagrama de fase utilizado
neste trabalho. O sistema possui duas fases isotropicas, sendo a superior
enriquecida em macromolécula e a inferior concentrada em sal. Esse diagrama
foi construido com analises das fases superiores e inferiores de cada sistema

contendo composi¢des globais pertencentes a diferentes linhas de amarragao.
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Figura 8 — Diagrama de Fase para o SAB formado por F68/Na3zCsHs07/H20, a
250, 40
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5.2 Influéncia da natureza do eletrélito formador do SABs na particdao do

corante natural carmim

A partigdo do carmim foi investigada em diferentes SABs. Mageste e
colaboradores’ ja comprovaram que existe uma forte influéncia da natureza do
eletrolito formador do SAB sobre os valores do coeficiente de particdo (Kc).
Além disso, demonstraram que as moléculas do carmim tém a tendéncia de se
transferir preferencialmente para a fase superior dos sistemas, indicado pelos

valores do coeficiente de particao sempre maiores do que 1 (Kc > 1).

Neste trabalho, investigamos a influéncia da natureza do eletrdlito,
verificando separadamente o efeito do cation ou do anion do sal formador do
SAB, sobre os valores do coeficiente de particdo do carmim. Em todos os
sistemas aquosos bifasicos que os valores do coeficiente de particdo
aumentam com o aumento do valor do CLA. Este resultado era esperado
porque se sabe que um aumento no valor do CLA causa um aumento na
diferengca das propriedades termodindmicas intensivas entre as fases, e é
justamente essa maior diferenga entre as interagcdes intermoleculares que

causa o incremento no processo de extracdo do carmim.
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5.2.1 Efeito do Anion

Para estudarmos o efeito da natureza do anion sobre o processo de
particdo do o corante natural carmim, o soluto foi particionado em SABs
formados pelo copolimero L35 e sais de sodio (Acetato, Carbonato, Citrato e
Tartarato). Os resultados sdo mostrados na figura 9
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Figura 9 — Coeficiente de Particdo (K;) do carmim em funcdo do CLA dos
SABs formados pela mistura de sais de sddio.com copolimero tribloco L35, a
25°C.

Ha um efeito bem pronunciado da estrutura quimica dos ions negativos
formadores dos SABs, sendo o anion acetato o que causa os maiores valores
de kc. Foi observada a seguinte ordem crescente nos valores dos coeficientes
de particdo: Kc (Na,CO3) < Kc (TartNa) < Kc (CitNa)< Kc (AcetNa). Esse efeito
mostra que as interagdes intermoleculares anion-corante sao decisivas no
comportamento de particdo do carmin. A influéncia do anion sobre a partigéo
do corante pode se dar via a interacdo deste ion com os segmentos das
macromoléculas presentes em maior concentracdo na fase superior.
Posteriormente essas interagbes serdo discutidas com mais detalhes no

modelo de Haynes.
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Um parametro termodindmico muito util para relacionar a influéncia do
anion sobre a particdo do carmim é a energia Livre de Gibbs de transferéncia
AyG. Essa variavel termodinamica expressa a mudanca da energia livre de
Gibbs do sistema, causada pelo processo de transferéncia de 1 mol de carmim
da fase inferior para a fase superior e é calculada pela equacéo classica da

termodinamica (Equagéao 7):
AG = —RTInK (Eq.7)

A figura 10 mostra a relacdo entre as variaveis AyG e CLA para os
quatro SABs estudados. Independente do sal usado, a transferéncia do carmim
causa uma diminui¢gdo da energia livre de Gibbs com o aumento do CLA. Os

valores energéticos ficaram compreendidos entre -2,0 e — 10,0 kJ mol™.
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o o
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Figura 10 — Valores de AyG do carmim em fungdo do CLA dos SABs formados

pela mistura de diferentes sais de sédio com copolimero tribloco L35, a 25°C.

Todos os valores de AyG dos SABs estudados foram negativos,
indicando que a transferéncia do carmim da fase inferior para a superior € um
processo espontaneo. Esta liberacdo de energia livre de Gibbs esta associada
as diferentes interacdes entalpicas associadas a formagcdao e rompimento de
diferentes pares potenciais que ocorrem durante a transferéncia do corante,
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bem como a mudangas configuracionais relacionadas com as diferengas dos
numeros de possibilidades de arranjar as moléculas de Carmim na fase
superior e na fase inferior, isto €, a variagdo da entropia configuracional

conforme a equacgao 8

A..G= AH — TAS (Eq. 7)
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5.2.2 Efeito do Cation

A figura 11 mostra a relagao entre o coeficiente de particdo em fungao
do CLA para SABs formados pelo mesmo copolimero tribloco L35 e sais de

citrato de sdédio e amonio.

Os maiores valores de coeficiente de particdo foram para os SABs
formados pelo cation amdnio. Esse forte efeito dos cations aménio pode ser
explicado considerando que estes ions interagem mais fortemente com os
segmentos EO da macromolécula do copolimero L35 do que os cations Na,
gerando assim uma alta densidade de carga positiva. Desta forma, os maiores
valores de K. observados pode ser atribuido a existéncia de fortes interacées
eletrostaticas entre as moléculas de carmim e os pseudopolications formado

por interacdes NH4" -EO.
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Figura 11 — Coeficiente de Particado (K.) do carmim em fungdo do CLA dos

SABs formados pela mistura do copolimero tribloco L35 com sais de citrato de

Sédio e amobnio, a 25°C .

Avaliou-se também a relagdo entre AyG e a CLA dos SABs formados
pelo copolimero L35 e sais de citrato de sédio e ambnio como mostra a Figura
12.
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Figura 12 — Valores de AyG do carmim em fungédo do CLA dos SABs formados
pela misturado copolimero tribloco com sais de citrato de sédio e amoénio, a
25°C.

Resultado similar ao mostrado anteriormente, os valores de AG
diminuem com o aumento do CLA e sao todos negativos, estando os valores
compreendidos entre -4,0 e -9,0 kJ mol™'. Estes valores de variagdo da energia
livre de Gibbs estd na mesma magnitude observada para os efeitos dos

diferentes anions.
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5.3 Efeito do aumento da Hidrofobicidade das macromoléculas sobre a

particao do corante natural carmim

A Figura 13 mostra a relagdo entre as variaveis K; e CLA para quatro
SABS estudados, formados pelo mesmo sal (Tartarato de Sdédio) e por
diferentes macromoléculas: o polimero (PEO1500) ou os copolimeros tribloco
(L35, L64 e F68). Para todos os SABs o coeficiente de particdo aumentou com

o aumento da CLA.

E bem conhecido que os copolimeros tribloco possuem a tendéncia de
se auto-associar na forma de micelas. Como pode ser visto na Figura 13, um
aumento da hidrofobicidade levou a uma diminuigao do coeficiente de parti¢ao.
Um exemplo é quando o polimero formador do SAB PEO 1500 é trocado pelo
copolimero L35, o coeficiente de particdo diminui. Isso indica entdo que o
corante carmim €& hidrofilico e ndo se solubiliza no interior hidrofébico das

micelas.

PEO1500
L35
L64
F68

Sopn

CLA (% m/m)

Figura 13 — Coeficiente de Particado (K.) do carmim em fungdo do CLA dos
SABs formados pela mistura do sal tartarato de sodio e diferentes

macromoléculas.

Para comprovarmos esse efeito da hidrofobicidade, na Figura 14,

mostramos a relagdo entre o AyG e o CLA. Independente da macromolécula

31



usada na constru¢gdo do SAB, o A;G° se torna cada vez mais negativo com o
aumento do CLA. O incremento da hidrofobicidade, provoca um aumento do
AyG° na seguinte ordem: F68< PEO1500< L35 < L64.
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Figura 14 — Valores de AyG do carmim em fungédo do CLA dos SABs formados

pela mistura do sal tartarato de sédio e diferentes macromoléculas

De forma analoga, podemos explicar as figuras 15 e 16, que relacionam

os parametros K. e AyG° com o CLA respectivamente.

Os SABs investigados sdo formados pelo sal citrato de sodio e o
polimero PEO 1500 ou diferentes copolimeros (L35, L64 e F68).

Na figura 15, foi observado o mesmo comportamento do SAB
macromolécula-Tartarato, onde independente da macromolécula usada, o

coeficiente de particdo aumenta com o aumento do CLA.

O polimero PEO 1500 possui os maiores valores de coeficiente de
particdo, indicando que por ser menos hidrofébico, esta macromolécula

interage mais com o carmim, apresentando melhor eficiéncia de extracao.

Observou-se também que um aumento na hidrofobicidade das fases

superiores, causou uma diminuicdo no coeficiente de particdo do corante.
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Figura 15 — Coeficiente de Particao (K;) do carmim em fungdo do CLA dos
SABs formados pela mistura do sal citrato de sodio e diferentes

macromoléculas.

A Figura 16 mostra os valores de AyG em relagdo aos valores de CLA.
Para todos os SABs a transferéncia é espontanea. Mais uma vez fica claro que
o incremento da hidrofobicidade, aumenta o AG. Indicando o carater hidrofilico

das moléculas de carmim.
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Figura 16 — Valores de AyG do carmim em fungédo do CLA dos SABs formados
pela mistura do sal citrato de sddio e diferentes macromoléculas.
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5.4 Parametros Termodinamicos de transferéncia do carmim

Todas as propriedades de transferéncia obtidas a partir de SABs
formados por macromoléculas e sais dependem das interacdes eletrostaticas
de longo alcance que ocorrem entre os os ions e também das interagdes
ibnicas e nao-ibnicas de curto alcance que ocorrem entre as macromoléculas
sem carga e os diferentes ions presentes nos SABs. Entdo para obter uma
descricao tedrica dos resultados termodinamicos associados a transferéncia do
carmim, optou-se por um modelo simples, derivado da teoria de Flory-Huggins,
que produz expressdes semi-quantitativa para o coeficiente de partigao®.
Essas equacgdes , seguem uma simples interpretacao qualitativa indicando que
existem apenas duas contribuigbes que regem a particdo do soluto uma

entalpica e outra entropica.

No modelo de Haynes37 e colaboradores, a contribuicdo entropica que
dirige a parti¢ao foi descrita pela equacao
Mg nes nF!

0 VFS - yFI

In KS = (Eq 3)

Segundo esse modelo, considerando que a fase que possui maior
densidade numérica é a fase inferior por possuir maior teor de moléculas de
agua, as moléculas de carmim teriam a tendéncia de se transferir
preferencialmente para a fase inferior, em desacordo com os resultados

experimentais obtidos.

Entdo essa particdo sO poderia estar sendo regida pela contribuigao

entalpica que foi descrita pela equagao 4

3 2 3
M, .
nKs = — =23 (0F — 0F wis = ) ) (0F50F — of'oFwij| (Eq. 4)

i=1 i=1 i=2
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Baseado na equacdo 4 a contribuicdo entalpica tem dois termos. O
primeiro termo é a contribuicdo energética da interagc&o direta entre o carmim e
todos os componentes de cada fase. A fase superior € rica em macromoléculas
O que comprova que existe uma forte interagdo do carmim com a
macromolécula (PEO1500, L35, L64 ou F68) favorecendo a sua transferéncia
para a fase superior. O segundo termo considera a energia envolvida no
processo de formagdo e destruicido de cavidades, que ocorre nas fases
superiores e inferiores, respectivamente, durante o processo de transferéncia
do carmim. A transferéncia do carmim da fase inferior para a superior implica
na quebra das interagcdes entre todos os componentes presentes na fase
superior para que ocorra a formagdao de uma cavidade capaz de alojar a
molécula do corante. Ao deixar a fase inferior, a molécula do corante deixa
para tras uma cavidade na qual os componentes da fase inferior podem realizar
novas interagdes intermoleculares. Essas energias sdo dependentes do volume
do soluto. Foi comprovado por estudos anteriores do grupo que esse segundo

termo n&o contribui muito para a particdo.>®

Determinaram-se experimentalmente os parametros termodindmicos
para todos os SABs investigados. A variagdo da energia Livre e Gibbs de
transferéncia foi determinada pela equagéao 7, ja citada anteriormente a partir

dos valores do coeficiente de particao
A.G = AH — TAS (Eq. 7)
Os valores para entalpia de transferéncia foram calculados pelos dados
obtidos a partir do microcalorimetro de titulagéo isotérmica, enquanto a entropia

de transferéncia do carmim foi determinada indiretamente a partir dos dados de

AxG e AyH obtidos experimentalmente através do rearranjo da equacao 8:

~ AH-AG (Eq. 8)
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Na qual T é a temperatura em Kelvin(K), para todos os SABS a entropia foi

calculada a temperatura de 298 K.

Nas tabelas 5 sdo apresentados todos os parametros termodindmicos
determinados para os SABS investigados formados por diferentes

macromoléculas e o sal tartarato de sédio para valores proximos de CLA.

Observamos na tabela 5 que os valores de AyG sado negativos para
todos os CLAs dos SAB'’s, indicando que o processo de transferéncia do
carmim € espontaneo. O incremento da hidrofobicidade das fases superiores
provocou um aumento de AyG, indicando que as moléculas do corante natural
carmim sao hidrofilicas e ndo tem a tendéncia de se alojar no interior

hidrofébico das micelas de copolimero.

Tabela 5 — Parametros termodinamicos de transferéncia do corante carmim em

SABS formados por diferentes macromoléculas e o sal tartarato de sodio

POLIMERO CLA ARG/KJMOL' ARHKMOL!'  ARS/KIMOL'K

PEO 1500 41,74 -6,1 13,5 0,06
L35 40,8 -2,9 -108,9 -0,36
L64 41,28 -2,4 -64,5 -0,21
F68 37,7 -7,7 -36,4 -0,09

Quanto maior a hidrofobicidade mais negativa é o AyH e maior é a
reducdo da entropia do sistema. Este comportamento das propriedades
termodinamicas de transferéncia é devido a menor interagao das moléculas de
agua com os segmentos das macromoléculas mais hidrofobicas, sendo assim
necessaria menor energia para dessolvatar a cadeia polimérica durante o

processo de interacdo polimero-corante. Esta menor interagcdo H,O-
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macromolécula causa também uma transferéncia de moléculas de agua da
fase superior para a inferior, promovendo assim a diminuigdo da entropia do

sistema durante a transferéncia das moléculas do corante.
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6. Conclusoes

Os sistemas aquosos bifasicos sdo uma alternativa atrativa para a
purificagcdo do carmim. A presente investigagcdo revelou que as moléculas de
carmim particionam preferencialmente para a fase superior, rica em

macromolécula, de cada sistema.

A interacdo entalpica entre as macromoléculas e o corante, ocorrem
entre o carmin e a unidade EO e é muito dependente da natureza do eletrélito
formador do SAB. A dependéncia do sal é atribuida a intermediagao do cation
ou anion na interagdo carmim-macromolécula, formando um pseudo-polication
ou pseudo-polidnion respectivamente. A alta densidade de carga positiva
favorece a interagdo. Quando existe alta densidade de carga negativa ocorre o
contrario. Os anions interagem mais com a macromolécula impedindo a
interagcdo do carmim. A ordem crescente de interagdo dos &anions com a

macromolécula é: acetato< citrato<tartarato<carbonato.

O processo de transferéncia do carmim para a fase superior dos SAB’s é
espontdneo. Com o aumento da hidrofobicidade a transferéncia é
entalpicamente determinada, enquanto no sistema PEO 1500 a particao foi

entropicamente dirigida.
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ANEXO

Tabela 1 — Limites maximos permitidos de uso do carmim em alimentos

Alimentos Limite maximo N° Resolugao/
(9/1009)
Portaria ANVISA
Gelados Comestiveis 0,015 384
Molhos Emulsionados 0,05 382
Ketchup, Vinagres e Maionese Nao permitido 382
Mostarda 0,03 382
Cereais ou Produtos de ou a base de cereais quantum satis 385
Balas, Caramelos, Pastilhas , Confeitos, 0,030 387
Coberturas e Xaropes para produtos de panificacéo e biscoitos, 0,050 387

produtos de confeitaria, sobremesas, gelados comestiveis, balas
confeitos, bombons, e similares banhos de confeitaria, prontos

para o consumo (ndo contendo cacau)

Recheios para produtos de panificacéo e biscoitos, produtos de 0,030 387
confeitaria, sobremesas, gelados comestiveis, balas confeitos,

bombons, e similares banhos de confeitaria, prontos para o

consumo
Sobremesas de Gelatina prontas para o consumo 0,015 388
Bebidas nao alcodlicas gaseificadas e nao gaseificadas prontas 0,01 389

para o0 consumo

Chocolate e cacau Nao permitido 387
Ketchup, vinagres e maionese Nao permitido 382
Carnes Frescas e congeladas Nao permitido 1004
Produtos carneos industrializados 0,01 1004
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