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RESUMO

A casca do maracuja € um subproduto da industria alimenticia rico em flavonoides que
possuem varios beneficios para a saude, podendo ser extraidos utilizando-se varias
metodologias, dentre elas, o Sistema Aquoso Bifasico, SAB. Trata-se de uma técnica
eficiente de extragdo liquido-liquido que confere altos rendimentos preservando a
atividade biolégica dos compostos. Este trabalho objetivou separar os flavonoides da
casca de maracuja (previamente extraidos por meio da extracdo por solvente
pressurizado) utilizando-se o SAB constituido por etanol, solugéo salina e agua. A
Avaliou-se a influéncia de dois tipos de sais, sulfato de aménio e fosfato de potassio,
e a concentracdo componentes do SAB sobre a particido e a recuperagdo dos
flavonoides. Inicialmente, variou-se a concentracdo de etanol fixando-se a
concentracao de sal. A variacao de etanol foi de 26,5 a 32,19 %, fixando-se o sal em
18,5 %, no sistema Etanol/(NH4)2SO4, e de 19,9 a 25,3 %, fixando-se a concentracao
de sal em 22,03 %, no sistema Etanol/KzHPO4. Em seguida, variou-se a concentracdo
de sal fixando-se a concentracao de etanol. A variacao de sal foi de 14,86 a 18,5 %,
fixando-se o etanol em 30,14 % no sistema Etanol/(NH4)2S0O4, e de 18,10 a 26,09 %,
fixando-se a concentracdo de etanol em 21,26 % no sistema Etanol/KzHPOas. As
determinacdes analiticas realizadas foram: rendimento, pH, teor de polifendis totais,
acucares totais e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. O
coeficiente de particao e a recuperagao foram calculados. Em ambos os sistemas, a
particao dos flavonoides foi superior a 70, e a dos agucares variou entre 0,01 e 0,03.
A recuperacao dos flavonoides e dos acgucares esteve acima dos 99 % e 92 % no
sistema Etanol/(NH4)2SO4, e acima de 98% e 96% no sistema Etanol/KaHPOs,
respectivamente. A elevacdo da concentracdo do etanol n&o influenciou
significativamente a recuperacéo dos compostos. Ja o acréscimo na concentragao dos
sais provocou um aumento na recuperacao dos acucares de 92,98 % para 97,25 %
no sistema Etanol/ (NH4)2SO4, e de 96,7 % para 98,73 % no sistema Etanol/K2HPOa.
O SAB mostrou-se eficaz para a separacédo dos flavonoides. Ambos os sais foram
adequados para a separacao, devendo-se atentar para o pH conferido ao meio. A
casca de maracuja foi fonte de 12 diferentes tipos de flavonoides, sendo uma boa
alternativa e de baixo custo para obtencao desses compostos bioativos.
Palavras-chave: Sistema aquoso bifasico. Subprodutos. Passiflora edulis f.
flavicarpa.



ABSTRACT

Passion fruit peel is a by-product of the flavonoid-rich food industry that has several
health benefits, and can be extracted using several methodologies, including the
aqueous two-phase system (ATPS). It is an efficient liquid-liquid extraction technique
that confers high yields while preserving the biological activity of the compounds. This
work aimed to separate flavonoids from passion fruit peel (previously extracted through
pressurized solvent extraction) using ATPS consisting of ethanol, salt and water. The
influence of the two types of salts, ammonium sulfate and potassium phosphate, and
the concentration of ATPS components on the partition and recovery of flavonoids
were evaluated. Initially, ethanol concentration was varied by setting the salt
concentration. The ethanol variation was from 26.5 to 32.19%, with the salt being fixed
in 18.5% in Ethanol/(NH4)2SO4 system, and 19.9 to 25.3%, with the salt being fixed
22.03% in Ethanol/KaHPO4 system. Thereafter, the salt concentration was varied by
setting the ethanol concentration. The salt variation was from 14.86 to 18.5%, with the
ethanol being set at 30.14% in ethanol/(NH4)2SO4 system, and 18.10 to 26.09%, with
the ethanol being set at 21.26% in Ethanol/K2HPO4 system. The analytical
determinations were: yield, pH, total polyphenol content, total sugars and liquid
chromatography coupled to mass spectrometry. Partition coefficient and recovery were
calculated. In both systems, the partition of flavonoids was higher than 70, and that of
sugars varied between 0.01 and 0.03. The recovery of flavonoids and sugars was
above 99% and 92% in the Ethanol/(NH4)2SO4 system, and above 98% and 96% in
the Ethanol/K2HPO4 system, respectively. The elevation of ethanol concentration did
not significantly influence the recovery of the compounds. On the other hand, the
increase in the concentration of salts caused an increase in the recovery of sugars
from 92.98% to 97.25% in the Ethanol/(NH4)2SO4 system and from 96.7% to 98.73%
in the Ethanol/K2HPO4 system. ATPS was shown to be effective for the separation of
flavonoids. Both salts were suitable for the separation, paying attention to the pH
conferred to the system. The passionfruit peel was source of 12 different types of
flavonoids, being a good and low cost alternative to obtain these bioactive compounds.
Keywords: Biphasic aqueous system. By-products. Passiflora edulis f. flavicarpa.
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1 INTRODUCAO

Segundo o IBGE, em 2016 foram produzidas 703.489 toneladas de
maracuja, o que torna o Brasil o maior produtor e consumidor de maracuja no mundo,
responsavel por 60 % da producao mundial (OLIVEIRA et al., 2016). O cultivo de
maracuja possui as vantagens de poder ser feito durante o ano todo, gerar renda
mensal ao agricultor, possuir mercados diversos e de haver possibilidades diferentes
de agregar valor ao produto (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016).

O maracuja € uma fruta muito versatil, podendo-se aproveitar desde a polpa
até a casca, evitando-se a geracado de grandes quantidades de residuos. A polpa é
utilizada na fabricacdo de sucos, néctares, iogurtes, doces, geleias, dentre outros.
Também é componente de pratos na culinaria gourmet. A farinha da casca é utilizada
na fabricacdo de paes, sorvetes e massas alimenticias como agente espessante. O
extrato das folhas é utilizado na producao de fitoterapicos em razdo de sua acao
calmante. Ja as sementes sao aproveitadas na fabricacao de cosméticos (FALEIRO;
JUNQUEIRA 2016).

Cerca de 52 % da composi¢cdo massica do maracuja é composta de casca,
que possui propriedades funcionais importantes e Uteis para a fabricacdo de novos
produtos (MEDINA, 1980). A casca do maracuja tem elevadas quantidades de fibras
soluveis (pectina) além de flavonoides, que sdo metabdlitos secundarios produzidos
pelos vegetais, que possuem varias fungdes, dentre elas, citam-se: protecdo contra
raios ultravioletas e contra patégenos (VIGANO; MARTINEZ, 2015).

Estudos comprovam a acéao benéfica dos flavonoides sobre a saude, pois
apresentam caracteristicas antialérgicas, anticarcinogénicas, anti-inflamatoéria,
hipoglicémica ou antidiabetes, além da protecao cardiovascular, o que seria atribuido
ao seu poder antioxidante, pois sdo capazes de eliminar os radicais livres e de quelar
ions metalicos (JURASEKOVA et al., 2014).

Existem varios procedimentos para a extracdo destes compostos. A
escolha do processo mais apropriado para o material deve ser feita cuidadosamente,
pois suas caracteristicas influenciam diretamente no rendimento e na bioatividade do
extrato (BIESAGA, 2011).

O método mais comum é a extragdo sélido-liquido, na sua forma mais
simples, a maceragdo. Porém, esta metodologia tem sido substituida por outras mais
modernas, como extracao assistida por ultrassom (EAU), extracdo assistida por micro-
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ondas (EAM), extracdo por fluido supercritico (EFS) e extracdo com liquido
pressurizado (ELP), em que a extracao é feita em menor tempo sem necessitar de
grandes quantidades de solventes, podendo ser mais seletiva (CASTRO-LOPEZ et
al., 2017).

O Sistema Aquoso Bifasico é uma técnica de fracionamento liquido-liquido
que vem sendo considerada como uma alternativa para a extracdo, separacao,
purificacdo e enriquecimento de biomoléculas em funcdo de sua alta eficiéncia. E
utilizado para a particdo de varios tipos de moléculas, como proteinas, enzimas, virus
e aquelas de baixo peso molecular, como os flavonoides, o que o configura como uma
técnica bastante versatil pelas suas diferentes possibilidades de emprego (IQBAL et
al., 2016).

Dentre outras vantagens do SAB, pode-se citar a rapidez e a simplicidade
do processo, dispensando o0 uso de equipamentos caros, a possibilidade de emprego
de substancias quimicas menos toxicas, como etanol e sais, sendo a maior parte
constituida de agua. Pode-se citar, também, a separagéo seletiva, emprego de baixas
temperaturas, alto rendimento de recuperagdo, caracteristicas estas bastante
interessantes e importantes para a reducao do impacto ambiental e dos custos da
producéo (IQBAL et al., 2016; RAJA et al., 2012).

Para a obtencdo das melhores condigcdes de separacdo dos compostos
bioativos, os parametros do processo, como a concentragdo e a composicao das fases
devem ser estudados, pois possuem forte influéncia na eficdcia do procedimento
(BENAVIDES e RITO-PALOMARES, 2007).

O objetivo geral deste trabalho foi o de avaliar a separacao dos flavonoides
provenientes da casca de maracuja por meio da técnica de extragcéo liquido-liquido
utilizando-se o sistema aquoso bifasico formado por etanol e solugdo aquosa salina.
Os objetivos especificos foram:

a) avaliar a particao dos flavonoides no sistema aquoso bifasico utilizando

sulfato de aménio e fosfato de potéssio;

b) verificar o efeito da variagdo da concentracdo dos componentes das

fases na particao e na recuperagéo dos flavonoides;

c) identificar os compostos bioativos presente na casca de Passiflora edulis

flavicarpa.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Maracuja

O género Passiflora compreende cerca de 500 espécies, sendo a
Passifloraceae a maior familia, que é cultivada por ter uma fruta com valor ornamental,
alimenticio e por suas propriedades medicinais (PETRY et al., 2001).

Os maracujas pertencentes a familia Passifloraceae com origem na
América tropical, sdo extensamente cultivados e processados em todo mundo. No
Brasil, a cultura do maracuja comegou a ganhar importancia econémica a partir da
década de 1970 (ARAUJO, 1980). O Brasil continua sendo o maior produtor e
consumidor mundial de maracuja, sendo que maior parte da producéo se concentra
nas regides norte e nordeste, em razao das condigdes climaticas ideais ao cultivo que
permite producdo durante o ano todo (STEINBERG, 1988). A espécie Passiflora
edulis, conhecido como maracuja-amarelo, € a unica cultivada no Brasil para fins
comerciais, ocupando 95 % dos pomares (MELETTI; SOARES-SCOTT; BERNACCI,
2005).

O maracuja é rico em vitaminas A e C, acido félico e minerais
(WIJERATNAM, 2016) além de conter substancias como polifenéis (ZERAIK et al.,
2010) conferindo acao antioxidante, acidos graxos poli-insaturados (KOBORI;
JORGE, 2005), fibras (CORDOVA et al., 2005), dentre outras. Zucolotto e
colaboradores (2012) em seus estudos encontraram flavonoides C-glicosideos em
quantidade majoritaria nas folhas e no pericarpo de P. alata, P. edulis var. flavicarpa,
P. tripartita var. molissima e P. edulis var. Edulis. Gomes e colaboradores (2017)
identificaram os flavonoides isoorientina, orientina, vitexina, isovitexina e rutina em 17

espécies de Passiflora, dentre elas a P. edulis f. flavicarpa.

2.2 Compostos bioativos

Compostos bioativos sdo definidos como compostos essenciais e nao
essenciais encontrados na natureza que podem apresentar efeitos sobre a saude
humana (BIESALSKI et al., 2009).

Alguns alimentos s&o considerados funcionais em raz&o de conter esses

compostos bioativos. Alimentos funcionais sdo qualquer alimento ou ingrediente de
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alimento que fornece beneficios a saude além dos nutrientes tradicionais que ele
contém (SINHA et al., 2010).

Inimeros compostos bioativos, também denominados fitoquimicos, tém
sido identificados em alimentos de origem vegetal. Alguns tipos de fitoquimicos
parecem apresentar possiveis efeitos a saude, sao eles: carotenoides, compostos
fendlicos, como flavonoides, compostos organosulfurados, entre outros. Evidéncias
comprovam que é possivel se reduzir o risco de doengas degenerativas com a
ingestao de alimentos vegetais (BIESALSKI et al., 2009).

2.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos constituem uma das principais classes de
metabolitos secundarios (VALLS et al., 2009). Eles sao responsaveis por grande parte
das caracteristicas sensoriais dos alimentos vegetais e bebidas, especialmente
propriedades que conferem cor e sabor, além de contribuirem para sua qualidade
nutricional (TAPAS; SAKARKAR; KAKDE et al., 2008).

Os polifendis sao representados por mais de 8.000 compostos com
estrutura divergente, porém, cada um apresenta, pelo menos, um anel aromatico com
um ou mais grupos hidroxila. Sdo divididos em 10 classes, dependendo da sua
estrutura quimica de base (GARCIA-SALAS et al., 2010). Os acidos fendlicos (acidos
benzoico e cinamico) e os flavonoides, 30 e 60 % do total, respectivamente,
constituem as classes de polifendis mais abundantes na dieta (ESCARPA;
GONZALEZ, 2001).

Embora o interesse mais comum nesses compostos esteja em torno das
propriedades sensoriais, como cor e sabor, 0 seu valor nutricional vem se tornando o
foco nas ultimas décadas em razao da acao de seus efeitos benéficos sobre a saude,
como a redugao do risco de desenvolvimento de doengas crdnicas, como canceres,
Ulceras e tromboses. Estas propriedades estdo sendo aplicadas na fabricacdo de
cosméticos, medicamentos, produtos farmacéuticos, suplementos nutricionais e
alimentos funcionais (VALLS et al., 2009).
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2.3.1 Flavonoides

Ha mais de um século, os flavonoides tém sido conhecidos como
pigmentos vegetais (ROSS; KASUM, 2002) encontrados em frutas, legumes, graos,
cascas, raizes, caules, flores, cha e vinho (KUHNAU, 1976), que auxiliam nas fung¢des
de crescimento, desenvolvimento e defesa dos vegetais contra patégenos (DORNAS
et al., 2007). Uma variedade de mais de 8.000 mil destes compostos ja foi identificada
(FALCONE; RIOS; CASATI, 2012).

O termo “flavonoide” é dado aos pigmentos de plantas derivados da benzo-
pirona (HAVSTEEN, 2002). A sua estrutura quimica consiste em dois anéis fenil (A e
B) ligados por um anel pirano (C), como pode ser visto na Figura 1. Aqueles que
apresentam um grupo hidroxila na posicao C-3 do anel C sao classificados como 3-
hydroxiflavonoides; e aqueles que nao possuem, sao classificados como 3-
desoxiflavonoides (ERLUND, 2004).

Figura 1 - Estrutura quimica béasica dos flavonoides
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Fonte: Autora (2017)

Os flavonoides s&o subdivididos em seis subclasses principais que diferem

entre si em funcdo das variacbes no anel C-heterociclico, sdo elas: flavonas,
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flavanonas, flavondis, catequinas, antocianidinas e isoflavonas. (ROSS; KASUM,
2002). Tais estruturas podem ser vistas na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides (ROSS; KASUM,
2002)

Isoflavona Flavona Flavonol
0 o 0
MO
= OH OH
0
Flavanona Antocianidina Catequina
Fonte: adaptada de ROSS e KASUM (2017)

Os flavonoides podem ser encontrados em plantas na forma de agliconas,
contribuindo para caracteristicas como a cor (azul, carmesim, laranja) de frutas, flores
e folhas, mas geralmente sdo encontrados na forma de glicosideos, (GARCIA-SALAS
et al., 2010). Os flavonoides encontrados em espécies de Passiflora séo
principalmente do tipo C-glicosideos, nos quais os acgucares apresentam pouca
diversificacao, sendo o principal a glucose, e estdo diretamente ligados ao nucleo
aromatico por uma ligacdo carbono-carbono resistente a hidrélise, apenas nas
posicoes 6 e 8 do nucleo dos flavonoides (ZERAIK et al., 2010). O maior interesse
nestes compostos reside no fato de possuirem efeitos biol6gicos. O primeiro registro
destas atividades biolégicas foi feito em 1936 por Rusznyak & Szent-Gyorgyi (ROSS;
KASUM, 2002). Pesquisas mostraram que a ingestao de flavonoides tem correlacédo
inversa a mortalidade em razdo de doencas cardiacas coronarianas (KNEKT et al.,
1996) efeito este que foi reforcado por estudos epidemiolégicos subsequentes
(GROOQOT; RAUEN, 1998).
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Outras propriedades como a eliminacao de radicais livres, a modulacao da
atividade enzimatica, a inibicdo de proliferacdo celular, os efeitos antibibticos,
antialérgicos, antidiarreicos, anti-ulcerativos e anti-inflamatérios foram observadas in
vitro (BRAVO, 1998). Algumas atividades farmacoldgicas sédo atribuidas aos
flavonoides vitexina e isovitexina, como hipotensiva, anti-inflamatdria,
antiespasmddica, antimicrobiana e antioxidante (HE et al., 2016).

O flavonoide rutina tem sido associado a melhoria dos sintomas das
doencas hemorragicas e de hipertensdo, aumentando a permeabilidades e a
resisténcia dos vasos sanguineos e linfaticos (PATHAK et al.,1991). Também possui
efeitos benéficos no tratamento de artrite causada por C. albicans (HAN, 2009).

Estudos mostraram que a mistura dos flavonoides orientina, rutina,
quercetina e caempferol inibiu completamente o virus responsavel pelo herpes
simples tipo 2 (LAM et al., 2016), mostrando a atividade antiviral destes compostos.
Ali e Dixit (2012) em seu trabalho utilizaram a combinagao de orientina e vicenina para
verificar seu efeito antimicrobiano e evidenciaram uma inibicdo do crescimento das
bactérias, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus cohnii,
Klebsiella pneumoniae e Proteus.

A luteolina, que possui uma estrutura essencial para a atividade
antioxidante dos flavonoides, tem atividades anticancer pela inducdo do apoptose e

da inibicdo da proliferacao celular, metastase e angiogénese (LIN et al., 2008).
2.4 Aproveitamento de subprodutos agroindustriais

Toneladas de residuos de atividades agroindustriais sdo geradas em todo
mundo (LAROZE; ZUNIGA-HANSEN, 2007). Em 2013, a Organizacdo das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAQO) publicou um estudo no qual revelou que,
anualmente, um tergo de todo alimento produzido para o consumo humano no mundo
é perdido ou desperdicado, sendo que mais da metade desse desperdicio (54 %) dar-
se-ia na fase inicial da produg¢éo, manipulagao pds-colheita e armazenagem, enquanto
que os restantes 46 % ocorreriam nas etapas de processamento, distribuicdo e
consumo. Os impactos da perda e do desperdicio de alimentos sobre os recursos
naturais também foram evidenciados: o consumo de agua associado aos alimentos
produzidos que nao foram consumidos é de, anualmente, 350 km? (volume este

equivalente ao fluxo anual do rio Volga na Russia), além de serem responsaveis pela
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emissao de 3,3 bilhdes de toneladas de gases de efeito estufa na atmosfera do planeta
(FAO, 2013).

Os dados também mostraram que as frutas s&o responsaveis por 18 % da
pegada hidrica, perdendo apenas para os cereais. O maior desperdicio de agua foi
observado nos continentes asiatico, europeu e latinoamericano (FAO, 2013). Em
razdo disto, nos ultimos anos, tem-se direcionado grandes esforcos no sentido de
minimizacao e reaproveitamento dos residuos soélidos.

Os residuos de frutas, formados em sua maioria por casca e caro¢o S&o
fontes de diversas substancias valiosas, como proteinas, enzimas e éleos essenciais
(COELHO et al., 2001) e podem ser reutilizados em mercados secundarios ou na
producéo de ragcédo animal (FAO, 2013). Segundo Oliveira e colaboradores (2002), as
cascas e sementes que sdo descartadas no processamento de suco de maracuja
correspondem cerca de 65 a 70 % do peso do fruto, tornando-se um grande problema
de residuo industrial.

Esses subprodutos possuem quantidades consideraveis de compostos
bioativos que podem ser recuperados (KAMMERER; KAMMERER; CARLE, 2014),
como os compostos fendlicos, que possuem acao anticarcinogénica, antitrombética,
anti-inflamatéria, antimicrobianas e antioxidantes, propriedades de interesse as
industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos.

As cascas de maracuja (P. edulis) sao ricas em pectinas e mucilagens,
vitamina B3, célcio e fésforo (CORDOVA et al., 2005). Em se tratando da indUstria
alimenticia, varios produtos tém sido desenvolvidos utilizando a farinha de maracuja,
como biscoitos, cookies, cereais matinais, barras de cereais e doces em caldas.
Ramos e colaboradores (2007) evidenciaram que a farinha de maracuja atua
positivamente sobre o organismo humano, reduzindo os niveis de colesterol total e do
colesterol LDL (low density lipoprotein).

Em um estudo clinico realizado com pessoas saudaveis que ingeriram
farinha de maracuja (P. edulis) como suplemento de sua dieta, foi observado o mesmo
efeito redutor da farinha sobre o colesterol total e LDL, correspondendo a uma redugéo
média de 18 e 19 %, respectivamente, além da diminui¢cdo dos niveis de glicemia (5
%) e de triglicerideos (15 %) (MEDEIROS et al., 2009).

Preparado de extrato de maracuja foi administrado para um grupo de
pacientes que sofriam de osteoartrose. Apos 30 dias de uso, melhoras significativas
foram observadas das funcoes fisicas, e houve melhorias na rigidez e na dor ap6s 60
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dias de administracdao (FARID et al.,, 2010). Ichimura e colaboradores (2006)
evidenciaram efeito vasodilatador dos polifendis, mais precisamente a luteolina,

presentes no extrato metandlico da casca da P. edulis em ratos hipertensos.
2.5 Sistema aquoso bifasico (SAB)

O sistema aquoso bifasico, SAB, é um tipo de extragao liquido-liquido (ELL)
que surge como mais uma alternativa para o enriquecimento de produtos naturais.
Trata-se de um processo rapido e de baixo custo, no qual ha a possibilidade de
operagao continua e de emprego de menores quantidades de solventes organicos,
diminuindo o impacto no meio ambiente (ZHANG et al., 2013).

O microbiologista Martinus Willem Beijerinck foi o primeiro a observar e a
reportar, em 1896, a formacéo de sistema bifasico utilizando-se agar, gelatina e agua
(LETCHER et al, 2015). Meio século ap6s, Per-Ake Albertsson redescobriu o sistema
e publicou estudos sobre a utilizacdo do SAB para purificagdo de produtos biol6gicos
(GRILO; AIRES-BARROS; AZEVEDO, 2016).

O SAB é formado quando compostos hidrofilicos sdo combinados sob uma
dada concentracao critica, que resultam na formacédo de duas fases, tendo como
principal componente a agua (BENAVIDES et al., 2008). Esse sistema tem sido
utilizado para extracao, purificacao e enriqguecimento de proteinas (SUAREZ RUIZ et
al., 2017), carboidratos (CHENG et al., 2017), antibiéticos (SANTOS et al., 2011),
acidos nucléicos e DNA (MASHAYEKHI et al., 2009), fitoquimicos, como flavonoides
(ZHANG et al., 2013), além de metais pesados (HAMTA; DEHGHANI, 2017).

Atualmente existem varias possibilidades de combinacées de compostos
para a formacao deste sistema, dentre os quais podemos citar polimero-polimero (ex.:
polietilenoglicol e dextrana), polimero e sal (ex.: fosfatos e sulfatos), alcool e sal (ex.:
etanol, propanol) e liquido i6nico (ex.: acetato de 1-butil-3-metilimidazolio) e um sal
(MONTALVO-HERNANDEZ; RITO-PALOMARES; BENAVIDES, 2012).

Os mais comuns sdo formados por polimero-polimero e polimero-sal.
Porém, SAB formado por polimeros apresentam certas limitagées de uso em razao de
sua alta viscosidade, o que dificulta na separacao das fases, além da facilidade de
emulsionar (LIU et al., 2013). Possuem também um alto custo e o mecanismo de
separacao das fases € pouco compreendido (WANG et al., 2009).
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2.5.1 Sistema aquoso bifasico formado por alcoois de cadeia curta

Caracteristicas interessantes apresentadas por sistemas aquosos
formados por alcoois de cadeia curta, como metanol, etanol, 1-propanol e 2-propanol,
e solugdes salinas, tem os tornado uma alternativa ao uso de polimeros e liquidos
idnicos.

Suas vantagens estdo relacionadas a baixa viscosidade e facilidade de
separacado das fases (simplificando o procedimento), ao seu baixo custo (CHENG et
al., 2017), ao reduzido consumo de energia, ao aumento no rendimento do produto
pela facilidade de recuperagdo do produto de interesse (LIU et al.,, 2013) e a
possibilidade de reciclagem da fase alcodlica (WANG et al., 2009).

O sistema alcool-sal inorganico pode ser utilizado nos estudos de extracédo
e separacao de principios ativos de produtos naturais tradicionais (LIU et al, 2013). O
uso de etanol é recomendado para moléculas anfifilicas como os compostos fendlicos
(CISNEROS et al., 2004).

2.5.2 Mecanismo de separacado de fases no sistema formado por alcool, sal e
agua.

Para a compreensdao do mecanismo de separacao do SAB, é necessario
entender as caracteristicas fisico-quimicas dos componentes, bem como a relacao
que se estabelece entre os mesmos. A formacao de duas fases no sistema composto
por alcool, sal e agua pode ser explicada em razao do efeito salting out produzido pelo
sal. Esse efeito culmina na diminuicdo da solubilidade do alcool em razdo das
moléculas de 4gua darem preferéncia aos ions dos sais (LIU et al., 2006).

Para a escolha dos componentes que irdo constituir o sistema, deve-se
levar em consideragdo a compatibilidade entre o sal e o alcool. Segundo Wang e
colaboradores (2009), essa capacidade pode ser estimada através da teoria do
volume de exclusao efetivo (VEE), que descreve a habilidade dos sais em promover
o efeito salting out. Em seus estudos, o autor conclui que, quanto maior for este
parametro, maior sera a habilidade da separacao de fases.

A capacidade de polarizacao dos solventes também é um fator importante
para a formagao do SAB. Trata-se da tendéncia de solubilizagdo dos ions do sal. Seu
valor € diretamente proporcional a essa capacidade de solubilizagdo do sal. A
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capacidade da agua € maior que a dos solventes hidrofilicos, portanto, o sal tera maior
afinidade pela agua.

Mas nao s6 a interagédo entre solvente e sal € importante, como também a
interac&o entre as proprias moléculas do solvente. Através do ponto de ebuligdo dos
alcoois pode-se estimar o grau das forcas de interacdo que, no caso se da pela forca
de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio. Quanto maior essa interacao, maior a
facilidade de exclusdo do solvente organico da fase salina para a fase etandlica
(WANG et al., 2009).

2.5.3 Sistema aquoso bifasico e suas propriedades

As fases liquidas resultantes de uma mistura eletrolitica ternaria contém os
trés componentes dessa mistura. As forgas intermoleculares e ibnicas, além das
ligagdes de hidrogénio, determinam a composicédo das fases e afetam o equilibrio
termodinamico (FENG et al., 2012).

Cada SAB possui um diagrama de fases especifico, obtido sob condicoes
operacionais de temperatura e pH, por exemplo (HATTI-KAUL, 2000). Esse diagrama
fornece informacgdes necessarias para se trabalhar com um sistema bifasico, como a
concentracdo dos componentes necessaria para a obtencao de um sistema de duas
fases em equilibrio, bem como a proporcao de seus volumes (RAJA et al., 2012).

A curva binodal ou curva de equilibrio (TCB) representada na Figura 3,
separa a area de formacéao de duas fases (area acima da curva), da area de formacéo
de uma fase (area abaixo da curva). Nela tem-se o ponto critico (C), indicando que,
acima deste ponto, o volume das duas fases é teoricamente igual. Os dados da curva
binodal sao utilizados tanto para a realizacao do processo de extracao do SAB quanto

para predigéo do particionamento das moléculas (IQBAL et al., 2016).
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Figura 3 - Curva binodal, onde T = composicao da fase topo, F =
composicao da fase fundo, TCF = curva binodal, C = ponto critico,
TF = linha de amarracéo, e X, Y and Z = composicao total do SAB.
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Fonte: Autora (2017)

A linha de amarracao, ou tie line, também mostrada na Figura 3, conecta
dois pontos na curva binodal (segmento de reta TF), que representam a concentracéo
final dos componentes nas fases topo e fundo. Ao escolher sistemas ao longo da tie
line, obtém-se sistemas com a mesma concentragao final dos componentes de ambas
as fases, porém com composicoes totais (X, Y e Z) e razdo volumétrica diferentes
(IQBAL et al., 2016).

No ponto critico, o comprimento da linha de amarracao (CLA) ou tie line
length (TLL) é igual a zero. A unidade da CLA € a mesma das concentragcdes dos
componentes e é calculada pela razdo da massa conforme equacao abaixo (IQBAL

et al., 2016):
Ve X p,  XF

== (1)

em que V é o volume e p a densidade do topo (1) e fundo (f), e XF e XT séo os
segmentos mostrados na Figura acima.

A CLA também pode ser obtida de forma mais precisa, de acordo com a
equacao abaixo (IQBAL et al., 2016):

CLA = JAX2? + AY2 (2)
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As propriedades intensivas termodindmicas das duas fases sé&o
comumente expressas pela CLA. Quanto maior o seu valor, maior a incompatibilidade
entre as fases e, portanto, maior a particdo do soluto de interesse (DA SILVA et al.,
2006).

2.5.4 Extracao em batelada

A extracdo em batelada trata-se de um sistema simples por ser constituido
de apenas uma etapa, porém capaz de promover em alguns casos rendimentos acima
dos 90 % na recuperacao e na concentracdo do composto de interesse (RAJA et al.,
2012).

Primeiramente, o sistema bifasico € preparado com os componentes
escolhidos. Logo apds, uma aliquota da amostra de interesse é adicionada ao
sistema, que sofre agitagédo vigorosa, de forma a maximizar o contato entre as duas
fases liquidas. A separagdo das fases poderda ocorrer em funcdo do efeito da
gravidade ou por centrifugacao. O composto de interesse devera ficar concentrado na
fase com a qual possui maior afinidade, enquanto que os contaminantes deverao
migrar para a outra (Figura 4). Isso dependera da escolha correta das condi¢des do
sistema. A sua distribuicao entre as fases depende da relacao de equilibrio do sistema
(RAJA et al., 2012).

Figura 4 - Extragdo em batelada
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Fonte: Autora (2017)
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A eficiéncia de particdo de um dado soluto € dada pelo coeficiente de
particao (K), definido como sendo a razao entre a concentracdo do soluto A na fase
topo (Cat) sobre a sua concentragao na fase fundo (Car) (IQBAL et al., 2016). Quanto

maior a concentracao do soluto na fase desejada, maior a eficiéncia do processo.

Cat
kK = -2t (3)
Caf

O fator de purificagao (6c) também é utilizado para caracterizar a particao
do composto de interesse. Este fator € definido como a razdo da concentracado do
soluto A na fase desejada (Cat; Caf), pela sua concentragdo na amostra inicial (Cai)
(RAJA et al.,, 2012).

o
S = Cit (Particao do soluto para a fase topo) (4)
at
Caf .~
0= o (Particdo do soluto para a fase fundo) (5)
at

O rendimento da extracao pode ser representado pela recuperacao através

da equacéo abaixo:

Cerx V,
Recuperacgao (%) = ﬁ x 100 (6)

em que C: € a concentragdo (mg/mL) mensurada do produto de interesse na fase topo
ou fundo e Vi é o volume da fase topo ou fundo (CHENG et al., 2017).

2.5.5 Parametros do sistema e do processo que influenciam na particao do

soluto
2.5.5.1 pH

O pH do sistema provoca alteracao na carga do soluto ou na razdo das
moléculas carregadas, podendo, portanto, ser manipulado com o intuito de alterar a
particdo de biomoléculas.

. Biomoléculas como os flavonoides, por exemplo, tendem a ionizar quando
se encontram em meio com pH maior ou menor que o seu pKa, que € em torno de 7
(REIS et al., 2014). Dependendo da carga que apresentarem, positiva ou negativa,
terdo maior afinidade por uma determinada fase. Contudo, assim como as moléculas-

alvo, a afinidade eletroquimica dos contaminantes pode ser alterada com a variacao
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do pH, trazendo consequéncias indesejadas como sua migracdo para a fase de
recuperacao (BENAVIDES et al., 2008).

O coeficiente de particao de uma biomolécula varia exponencialmente com
a diferenca de potencial eletroquimico entre as fases e a carga da biomolécula
particionada (GUNDUZ; KORKMAZ, 2000).

A composicao das fases também muda quando se realiza variagdes no pH
e na temperatura, e tal mudancga culmina na expansao da area de formacao de duas
fases do sistema (RAJA et al., 2012).

2.5.5.2 Tensao interfacial

A tensao interfacial corresponde a energia livre de Gibbs por unidade de
area na interface entre as fases. Possui um papel importante no sistema aquoso
bifasico pois controla a particdo das biomoléculas. O processo de separagéo das fases
é beneficiado pelo aumento da tensao, porém, esse incremento provoca um efeito
contrario na extracao do soluto por dificultar a sua migragdo de uma fase para a outra,
levando a sua precipitagdo na interface (GRILO; AIRES-BARROS; AZEVEDO, 2016).

A tensdo interfacial varia de acordo com a temperatura, aumentando ou
diminuindo, dependendo da distancia entre a composi¢cdao em que se esta trabalhando
e o ponto critico (GRILO; AIRES-BARROS; AZEVEDO, 2016).

2.5.5.3 Temperatura

Variagbes na temperatura afetam tanto a particado, como as fases liquidas
através da composicéo, da viscosidade e da densidade, estando estas duas ultimas
entre as principais forcas motrizes para o estabelecimento de um sistema bifasico,
sendo maiores a medida que se afastam curva binodal, ou seja, quanto mais adentram
na regiao bifasica (GRILO; AIRES-BARROS; AZEVEDO, 2016).

As caracteristicas da biomolécula com a qual se deseja trabalhar também
devem ser levadas em consideragao durante a escolha da temperatura. Aumentos na
temperatura favorecem a extracao de compostos fenélicos em razdo do aumento do
coeficiente de difusdo e solubilidade desses compostos no solvente. Mas altas
temperaturas interferem na capacidade antioxidante dos fendlicos, diminuindo-a, em

razao da degradacao destes compostos (CHEW et al., 2011).
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2.5.5.4 Razao de volume

A razdo dos volumes das fases é outro parametro a ser analisado pois
quando Vr € maior que 1, ha um aumento na recuperacdo de produtos com baixa
massa molecular, apesar desse resultado nem sempre ser observado quando se trata
de pureza (CABEZAS, 1996).

Esse efeito pode ser explicado pela afinidade relativa dos solutos
(compostos de interesse e contaminantes) pelas fases e pelo volume livre disponivel
das fases (CABEZAS, 1996). Quanto maior for a diferenca entre o volume livre das
fases, maior o coeficiente de particdo da molécula (EITEMAN; GAINER, 1989).

A reducdo do volume da fase de recuperacdo causa a concentragao da
molécula-alvo na mesma, levando a sua precipitacdo no momento em que se excede
seus limites de solubilidade, concorrendo para a diminuigcdo do rendimento (RITO-
PALOMARES; HERNANDEZ, 1998).

2.5.5.5 Massa de soluto

A massa de soluto adicionado ao sistema (% m/m) em relacdo a massa
total deve ser verificada, uma vez que utilizar quantidades muito grandes pode saturar
a fase com a qual o soluto possui afinidade, influenciando na sua recuperagcéao e
pureza, ja que com esta saturacao, o soluto comeca a migrar para a fase nao desejada
(BENAVIDES et al., 2008).

2.5.6 Aplicacao do SAB formado por alcoois e sal

Estudos recentes sobre a aplicacdo de SAB utilizando-se etanol e sal na
extracao de compostos fendélicos de diferentes fontes vegetais, como raizes, folhas e
frutos, tém sido realizados, e apresentaram rendimentos acima de 70 %. Na tabela
abaixo sdo apresentados o tipo de matéria-prima, o composto fendlico de interesse, a
faixa operacional, a composicao do SAB escolhida, a concentracdo das fases e o
rendimento obtido.
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Tabela 1 - Estudos realizados de extracdo com SAB de compostos fendlicos em diferentes matérias-primas alimenticias reportados
na literatura

‘. . . . . . Composicao SAB Rendimento Al
Matéria-prima | Molécula de interesse Faixa operacional (m/m) obtido (%) Referéncia
Raiz de ervilha Ginisteina; Etanol: 16-28 % Etanol: 28 % 93.8 e (ZHANG et al.,

apigenina Sal: 20-25 % KaHPO4: 22 % 94 2013)
Crotalaria Vitexina, isovitexina, Etanol: 25-35 % Etanol: 32 % 94,14 a (XIE et al., 2017)
sessiliflora L*.  orientina e isoorientina Sal: 15-24 % (NH4)2S04: 22 % 105,5 ?
, Etanol: 28-36 % Etanol: 36 % ,
Madressilva Flavonas Sal: 4-5g NaHzPO4: 4.6 g 98 Liu et al., (2013)
o Etanol: 20-30% Etanol: 30 %
Amora Antocianinas Sal: 12,5-20.5 % (NH)2504: 20 % 85,1 (WU et al., 2011)
Montalvo-
- . Etanol: 14-17 % Etanol: 19,8 % Hernandez; Rito-
Agafrao Crocina Sal: 23-26 % KeHPOu4: 16,5 % 79.27 Palomares;

Benavides (2012).

Fonte: Autora, 2017.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e preparo das cascas para extracao

Para este estudo, foi utilizado o maracuja-amarelo (Passiflora edulis f.
flavicarpa) provenientes de cultivo organico no Fruitessence Frutas Organicas,
localizado no municipio de Maracanau — Ceara. Os frutos foram levados a planta piloto
de processamento da Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza — Ceard, onde
foram higienizados e despolpados.

Em seguida, as cascas foram cortadas em tamanhos pequenos e
colocadas em estufa de circulacéo de ar a 60 °C por 48 horas.

Logo apods, as cascas foram moidas em moinho de facas tipo Willey,
modelo BT 602 (Figura 5). Nao foi realizada a separagdo no mesh. O material foi

mantido em temperatura ambiente até o inicio das anélises.

Figura 5 - P6 da casca de
maracuja

Fonte: Autora (2017)

3.2 Etapas do estudo

Este estudo foi dividido em duas etapas. A primeira etapa consistiu na
extracdo de compostos bioativos utilizando a técnica de Extracdo por Solvente
Pressurizado, ESP. As extracbes foram feitas para posterior aplicacdo do extrato no
sistema aquoso bifasico. As determinagbes analiticas feitas nesta fase foram analise
de rendimento em massa das extragdes, teor de polifendis totais, agucares totais e



30

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas para identificacdo dos
compostos bioativos presentes no extrato.

Na segunda etapa foi feita a separagéo dos flavonoides e dos agucares
utilizando o sistema aquoso bifasico composto por etanol, agua e sulfato de aménio
ou fosfato de potassio. O objetivo foi analisar a particdo e a recuperacdao dos
flavonoides utilizando os diferentes sais.

Em seguida, variagdes na concentracdo de etanol e na concentragdo dos
sais foram realizadas com intuito de verificar sua influéncia na particdo e na
recuperacao dos flavonoides e dos acucares. As composicoes testadas foram as
seqguintes:

a) sistema formado por sulfato de amédnio variando-se a concentragéo de
etanol: SAB formado por 26,5 %, 28,1 %, 30,14 % e 32,19 % de etanol,
fixando-se a concentracao de sal;

b} sistema formado por sulfato de amoénio variando-se a concentragéo de
sal: SAB formado por 14,86 %, 15,55 %, 16,0 %, 17,51 % e 18,5 % de
sal, fixando-se a concentracdo de etanol;

c) sistema formado por fosfato de potassio variando-se a concentragéo de
etanol: SAB formado por 19,9 %, 21,26 %, 23,44 % e 25,3 % de etanol,
fixando-se a concentracdo de sal;

d) sistema formado por fosfato de potassio variando-se a concentracéo de
sal: SAB formado por 18,10 %, 20,06 %, 22,01 %, 24,14 % e 26,09 %
de sal, fixando-se a concentracao de etanol.

A selecdo das composicdes para o desenvolvimento deste trabalho
baseou-se nas faixas mais exploradas na literatura. O teste com apenas quatro
concentragdes de etanol do sistema Etanol/(NH4)2S04 € justificado pelo fato de a area
onde ha formacdo de duas fases no diagrama de fases ser pequena, nao
possibilitando, desta forma, a analise de um maior nUmero de concentragdes. O teste
com o sistema Etanol/K2HPO4também foi feito com quatro concentragées. Procurou-
se trabalhar com razdes de volume proximas a 1 de forma a garantir volume suficiente
de amostra para a realizacao das analises posteriores.

Nesta etapa foram realizadas as analises de teor de polifenois totais,
acucares totais e cromatografia liquida e espectrometria de massas.
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3.3 Condicao da extracao dos compostos bioativos

Para a extracdo dos compostos bioativos, utilizou-se a técnica de Extragcéao
com Solvente Pressurizado (ESP), na melhor condicdo de extragdao de flavonoides
obtida por (DE SOUZA et al., 2017).

A técnica de ESP foi realizada em extrator automatico — modelo ASE 350
Dionex. Inicialmente, pesou-se 15 g de amostra e misturou-se com 30g de terra
diatomacea. A mistura foi posta em célula de extragdo de 66 mL. As condi¢cdes de
processo foram: pressao de 10,342-11,721 MPa; temperatura de 80 °C; rinse de 5
min; tempo de extragcao de 10 min em cada ciclo e purga de 200 s. Todas as extragoes
foram realizadas trés vezes, gerando trés ciclos de extracdes para cada amostra de
substancias bioativas recuperadas. O extrato € mostrado na Figura 6. Logo apds esse
processo, as amostras obtidas foram evaporadas em processo a vacuo a baixas
temperaturas.

Figura 6 - Extrato obtido no ESP com
etanol e agua na proporgao 60:40 (v/v)

s -~

Fonte: Autora (2017)

3.4 Condicao da separacao de polifendis e acucares por sistema aquoso
bifasico

O sistema aquoso bifasico foi preparado da seguinte forma: utilizando-se
uma balanga analitica e tubos de centrifuga graduados, pesou-se certas quantidades
de etanol, de solucao estoque salina (sulfato de aménio 41 % ou fosfato de potassio



32

40 %), de agua e de amostra (100 mg), nesta ordem. A massa total do sistema foi de
40 g. Os sistemas foram feitos em duplicata. N&o foram realizados ajustes no pH.

Os tubos foram agitados vigorosamente em vortex e colocados em repouso
em banho termostatico a 25 °C £ 1 °C por 24 h, garantindo, assim, que o sistema
atingisse o equilibrio. Eles foram mantidos fechados a fim de se evitar a evaporagao
do etanol.

Apss esse tempo, anotou-se o volume de cada fase pela observagéo visual
direta do tubo e, entdo, com a ajuda de seringas, as fases topo e fundo foram
coletadas (Figura 7). A coleta foi realizada rapido e cuidadosamente de forma que a
perturbacao do equilibrio fosse minima. Em seguida, foi realizada a determinacéo da

concentragao de polifendis e de agucares em ambas as fases.

Figura 7 - Fluxograma de separacgao dos flavonoides e dos agucares por sistema
aquoso bifasico formado por etanol, sal e 4gua

— 3 >
. —] - —
E
= — — —
— — —
o S -~
Adicéo de efanol, Adicéo de extrato Agitacdo vigorosa Banho Verificagdo do
sale agua. afuoso com em vortex. fermostato volume e coleta
compostos 25°C/ 24h. das fases.
bioativos.

Fonte: Autora (2017)

Os dados de equilibrio para os sistemas utilizados neste trabalho se
basearam nos diagramas de fases do sistema formado por etanol, sulfato de aménio
e agua obtidos por Wang e colaboradores (2009), e etanol, fosfato de potassio e agua
obtidos por Katayama e Miyahara (2006). As composi¢des globais utilizadas em cada
sistema sdo mostradas no Anexo A.
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3.4.1 Coeficiente de particao dos flavonoides e dos acucares

O coeficiente de particado dos flavonoides (Kp) e dos agucares (Ka) foram
calculados segundo a equacao 3. Este coeficiente foi calculado para quantificar o grau
de separacao alcangado no processo.

3.4.2 Recuperacao dos flavonoides e dos aclcares

A recuperagéo dos flavonoides e dos acgucares foi calculada através da

equacao 6.
3.4.3 Razao Volumétrica

A razéo volumétrica (Rv) entre ambas as fases do sistema foi determinada
através da expressao:
Ve
V= —
Ve

em que Vi e Vi consistem no volume da fase topo e fundo, respectivamente.

(7)

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Rendimento

O rendimento do extrato contendo os compostos bioativos foi calculado

segundo a equagéao abaixo:

) extrato
Rendimento do extrato = x 100 (8)
massa da casca

em que “extrato” corresponde a massa de extrato obtido apds a extracdo seco em
gramas, e “massa da casca” corresponde a quantidade de amostra utilizada para a
extracao. Neste trabalho foram utilizadas 15 g de farinha de casca de maracuija.
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3.5.2 pH

O pH dos sistemas foi mensurado em ambas as fases separadamente,
utilizando-se medidor de pH a 25°C. A calibragéao do aparelho foi realizada utilizando
duas solugdes de pH 4,00 e 7,00.

3.5.3 Polifendis totais

A concentracao dos polifendis em ambas fases dos sistemas testados foi
determinada pela espectroscopia. Utilizou-se a metodologia descrita por Larrauri e
colaboradores (1997). As absorbancias foram determinadas a 735 nm e usando uma
curva de calibracdo, em que o padrao foi o acido galico. As leituras foram feitas em
triplicata.

Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico por
mL de amostra. O balanco de massa foi calculado e esteve entre a variagao £ 0,11 %.

3.5.4 Acucares Totais

A andlise de acucares totais em ambas fases dos sistemas testados foi
determinada pela espectroscopia. A metodologia utilizada foi a de fenol sulfurico
(Dubois et al.,1956). As absorbancias foram lidas a 490 nm e usando uma curva de
calibracao, em que o padrao foi a glicose. Os resultados foram expressos em g/L. O
balango de massa foi calculado e esteve entre a variagao + 1 %.

3.5.5 Cromatografia liquida e espectrometria de massas

A presenca de compostos bioativos foi verificada por cromatografia liquida
e espectrometria de massas no equipamento de cromatografia liquida de ultra
performance Acquity UPLC (Waters), acoplado a um sistema de Quadrupolo / Tempo
de Voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
EMBRAPA. As corridas cromatogréficas foram realizadas em uma coluna Waters
Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milimetros, 1,7 um), temperatura fixa de 40 °C, fases
méveis agua com 0,1 % de acido férmico (A) e acetonitrila com 0,1 % de acido férmico
(B), gradiente variando de 2 % a 95 % B (15 min), fluxo de 0,4 mL / min e volume de

injecao de 5 ul.
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O modo ESI- foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte
fixa a 120 °C, temperatura de dessolvatacdo 350 °C, fluxo do gas dessolvatacado de
500 L / h, cone de extragao de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. Leucina encefalina
foi utilizada como lock mass. O modo de aquisicdo foi MSE. O instrumento foi
controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

3.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tratados utilizando o programa estatistico R, verséao
3.44. Diferencas significativas entre as amostras foram determinadas pela analise de
One Way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey ao nivel de confianga de 95 %.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos flavonoides

A Tabela 2 mostra os valores alcancados de rendimento na extracdo de
flavonoides da casca do maracuja utilizando a técnica ESP.

Pode-se observar que a média de 30,22 % foi um pouco maior que o
alcancado por De Souza e colaboradores (2017) de 27,8 % nas mesmas condicdes,
empregando cascas da Passiflora edulis ssp.

Tabela 2 - Rendimento da extracao utilizando método ESP

Amostra Rendimento (%) Média (%) DP
1 30,20
2 30,20 30,22 0,56
3 30,26

Fonte: Autora, 2017

4.2 Separacao de flavonoides e acucares pelo SAB

Neste trabalho, o sistema aquoso bifasico foi utilizado para a separacao
dos flavonoides dos agucares contidos no extrato da casca do maracuja.

Alguns parametros foram testados com o intuito de avaliar sua influéncia
na particao e na recuperacao dos agucares e dos flavonoides, sao eles: a composicao
do SAB e a concentracdo dos componentes formadores do sistema. Os resultados

obtidos a 25°C sdo mostrados nas Tabelas 3 e 4.

4.2.1 Influéncia do tipo de sal no comportamento de particao dos flavonoides e

dos acucares.

Os experimentos de particao utilizando SAB revelaram os flavonoides e os
acucares migraram para fases opostas.

Os flavonoides apresentaram uma maior afinidade pela fase mais
hidrofobica (etandlica). Essa preferéncia resultou em coeficientes de particdo acima
de 70. Em decorréncia desses altos valores de K, decidiu-se utilizar a recuperacao
dos flavonoides na fase topo como parametro para avaliacdo do efeito dos
componentes do sistema no comportamento dos flavonoides no SAB.
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Em relacdo aos acucares, os resultados mostraram que a maior

concentragdo destes compostos se encontrou na fase hidrofilica (salina), resultando

em coeficientes de particdo Ka menores que 1, variando entre 0,01 e 0,03. Quanto

menor este valor for, maior a afinidade do soluto pela fase fundo.

Essa preferéncia por fases opostas pode ser explicada a partir da analise

da estrutura quimica de cada soluto. Moléculas como os agucares sdo muito polares

por apresentar uma grande quantidade de hidroxilas em sua estrutura, o que torna a

molécula capaz de estabelecer varias ligacdes de hidrogénio com a agua, possuindo,

desta forma, uma maior afinidade pela fase salina. Ja compostos como os flavonoides

sd0 menos polares uma vez que apresentam menor quantidade de grupos ionizaveis,

justificando, portanto, a maior afinidade pela fase hidrofdbica constituida pelo etanol
(REIS et al., 2012).

Tabela 3 - Influéncia da variacdo dos parametros de processo na recuperagao de
flavonoides e agucares utilizando SAB formado por Etanol/(NH4)2SO4

Sistema
etanol/sal

Etanol/
(NH4)2S04

Concentracao
de etanol (%)

26,50
28,10
30,14
32,19

30,14
30,14
30,14
30,14
30,14

Concentracao
de sal (%)

18,50
18,50
18,50
18,50

14,86
15,55
16,00
17,51
18,50

Razao
de
volume
(Rv)

1,79
1,67
1,63
1,31
1,44

Recuperacao
flavonoides
fase topo
(R, %)

100
100
100
100

99,67 + 0,02
99,60 + 0,05
99,31 + 0,01
99,90 + 0,01
99,62 + 0,22

Recuperacao
acucares
fase fundo
(R, %)

96,58 +0,182
96,13 + 0,242
97,25 +0,31°
96,33 + 0,374

92,98 + 0,392
95,02 +0,39%
95,04 0,63
96,47 +0,85°
97,25 + 0,31

*Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p>0,05).

Fonte: Dados da pesquisa (2017).
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Tabela 4 - Efeito da variagcdo dos parametros de processo na recuperagao de
flavonoides e acucares utilizando Sab formado por Etanol/K2HPO4

Razao | Recuperacao | Recuperacao
Sistema | Concentracao | Concentracao de flavonoides acucares
etanol/sal | de etanol (%) de sal (%) volume fase topo fase fundo
(Rv) (R, %) (R, %)
19,90 22,03 1,06 99,45 +0,01 97,47 £0,402
21,26 22,03 1,12 99,20 + 0,04 98,57 +0,33°
23,44 22,03 1,25 99,13 £0,02 99,12 +0,01°
25,30 22,03 1,40 99,33 £+0,01 98,51 +£0,21°
Etanol/
K2HPO4 21,26 18,10 1,57 99,35+0,01 96,7 +0,402
21,26 20,06 1,29 98,99 +0,12 98,04 +0,10%
21,26 22,03 1,15 99,21 +0,04 98,57 +0,33°
21,26 24,14 1,03 98,71 £0,04 98,67 +0,16°
21,26 26,09 0,94 98,72 +0,08 98,73 + 0,55

* Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p>0,05)
Fonte: Dados da pesquisa (2017).

4.2.2 Efeito da variacao na concentracao do etanol no SAB.

Nesta etapa do experimento, variou-se a concentracao do etanol de 26,5
a 32,19% no sistema Etanol/(NH4)2S0Os4, fixando-se a concentracao de sal em 18,5 %.
No sistema Etanol/K2HPOs4, a concentracdo de etanol variou entre 19,9 a 25,3 %,
mantendo-se a concentracdo do sal em 22,03 %.

Pela andlise dos resultados (tabelas 3 e 4), nota-se que a variacdo na
concentracao do etanol ndo possuiu influéncia na recuperagao dos flavonoides, pois
em todas as concentracdes testadas, ndo houve variacao significativa nos valores de
recuperagdo dos flavonoides, que permaneceu acima de 99 % no sistema
Etanol/KaHPO4, sendo que no sistema Etanol/(NH4)2SO4, os flavonoides migraram
totalmente para a fase rica em etanol, apresentando uma recuperacao de 100 % dos
compostos de interesse.

Em relacdo a influéncia sobre a recuperacao dos agucares, percebe-se que
foi levemente influenciada pelo incremento na concentragao da fase topo do sistema
Etanol/(NH4)2SO4. A tabela 3 mostra uma variagdo de 96,13 para 97,25%, no
momento em que a percentagem de etanol foi de 30,14 %, ao passo que apresentou
uma pequena diminuicao na recuperacao com a sequente elevacao no nivel de etanol.

No sistema Etanol/K2HPQO4, a maior recuperacéo, 99,12 %, foi obtida na
concentragao de 23,44% de etanol, porém nao sendo diferente significativamente
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daquela obtida na concentragao de 21,26 % de etanol, que foi de 98,86 %. Da mesma
forma, a recuperacao decresceu na maior concentracdo testada, 25,3 %, em que se
obteve um valor de 98,36 %.

Tal comportamento comum aos dois sistemas pode ser explicado pela
reducdo do volume da fase salina, provocada pelo crescente aumento da
concentracao de etanol, pois a agua contida na fase inferior do sistema que dissolvia
0s agucares, termina por migrar para a fase superior, acarretando numa maior particao

dos acucares (LIU et al., 2013).

4.2.3 Efeito da variacao da concentracao do sal no SAB.

Ap6s a avaliagdo da concentracdo do etanol, analisou-se o efeito da
concentragdo dos sais em cada sistema sobre a particdo e a recuperacdo dos
flavonoides.

As concentracdes testadas no sistema Etanol/(NH4)2SO4 variaram entre de
14,86 a 18,5 %, mantendo-se a concentracao de 30,14 % de etanol, ja que neste valor,
houve um aumento significativo, na recuperagdo dos agucares na fase fundo.
Ressalta-se que valores acima da concentragéo de 18,5% culminaram na precipitagéo
do sal.

No sistema Etanol/K2aHPOs, testou-se concentragdes entre 18,10 e 26,09
%, fixando-se a concentracao de etanol em 21,26 %, em razédo de o rendimento de
acucares obtido nesta concentracdo nao ter variado significativamente daquelas
obtidas ao utilizar concentra¢cdes maiores de etanol.

Os resultados obtidos nos dois sistemas testados mostram que o0 aumento
da concentracao dos sais ndo provocou alteracdes significativas na recuperacéo dos
flavonoides, permanecendo acima dos 98 %.

O efeito salting out promovido pelo aumento da concentracdo dos sais
levam a um aumento na concentracdo de etanol na fase topo, fazendo com que os
flavonoides fiqguem diluidos mais facilmente na fase topo (Liu et al., 2013).

Em relacdo aos agucares, no SAB formado por Etanol/(NH4)2SOs,
observou-se que a medida que se acrescentava sal, a recuperacao dos agucares
aumentava, provocando uma variacado de 92,1 a 97,64 %.

No SAB formado por Etanol/K2HPOQO4, pode-se observar um comportamento

semelhante. Houve uma variacao significativa no momento em que se variou a
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concentracéo de sal de 18,10 a 20,06 %. Observa-se que apesar do incremento
continuo no sal, a recuperagcdo nao sofreu uma variacao significativa, chegando a
98,73 %.

Tal comportamento pode ser explicado pelo efeito combinado do
coeficiente de particdo e do volume de fase. Com o aumento da concentragéo de sal,
possibilitaria a entrada de agua na fase fundo, fazendo com que mais agucares fossem

transferidos para a fase fundo (salina) (CHENG et al., 2017).

4.2.4 Efeito do pH do sistema

O pH do meio é capaz de influenciar a particdo dos solutos. O pka dos
flavonoides identificados é em torno de 7. Em pH maiores ou menores que este valor,
eles tendem a ionizar e, quando carregados, ficam mais propensos a estabelecer
interacdes intermoleculares mais fortes do tipo ion-ion (REIS et al., 2014).

Os dois sais escolhidos para as analises conferem pH diversos ao meio.
Na Tabela 5 constam os valores de pH das duas fases em cada sistema.

Como pode ser visto, o sulfato de aménio confere ao meio um pH em torno
de 4, e neste valor, as moléculas dos flavonoides sdo estaveis, ou seja, neutras, e
quando se encontram nesta forma, possuem uma maior afinidade pela fase
hidrofébica, o que explica a sua migracao preferencial para a fase topo.

No caso do sistema composto por KaHPO4, 0 pH conferido € em torno de
9,0, no qual os flavonoides sofrem ionizagdo aumentando a possibilidade de migracéo
para a fase mais ibnica e hidrofilica, ou seja, a salina (WANG et al., 2009).

Os sistemas aquosos bifasicos formados por etanol e sulfato de aménio, e
etanol e fosfato de potassio sdo mostrados na Figura 8. Percebe-se que a fase salina
deste sistema possui uma leve coloragdo amarelada tipica conferida pelos
flavonoides, se comparado com o sistema formado por sulfato de aménio. Isto pode
indicar presenca de flavonoides na fase fundo em razdo da ionizagdo das suas
moléculas em tal pH. Apesar disso, a maior concentracao dos flavonoides na fase
etandlica mostra que as interac6es hidrofébicas foram predominantes em relacao as
interacdes iGnicas estabelecidas entre o sal e as hidroxilas e/ou grupos glicosidicos

existentes nas moléculas.



Tabela 5 - Valores de pH das fases aquosas dos SAB a 25°C

Sistema Fracao massica pH fase topo pH fase fundo
26,2/18,50 4,96 4,35
28,1/18,50 5,33 4,75
30,14//18,50 5,38 4,62
32,19/18,50 5,33 4,69
Etanol/(NH4)2S04 30,14/14,86 5,18 4,71
30,14/15,55 5,36 4,60
30,14/16,00 4,94 4,61
30,14/17,51 4,93 4,57
30,14/18,5 5,22 4,65
19,9/22,01 10,00 9,75
21,26/22,01 9,68 9,66
23,44/22,01 10,02 9,86
25,3/22,01 9,17 9,81
Etanol/K2HPO4 21,26/18,10 9,91 9,77
21,26/20,06 9,26 9,64
21,26/22,01 9,28 9,82
21,26/24,14 9,31 9,88
21,26/26,09 9,18 9,84

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Figura 8

- Sistema aquoso bifasico

formado por

Etanol/(NH4)2S0O4 (a direita) e Etanol/K2HPO4 (a esquerda)

Fonte: Autora (2017)
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Os flavonoides identificados na amostra empregada possuem a
caracteristica de serem pouco solluveis em agua, sendo mais sollveis em solventes
organicos, fato que pode ser explicado por suas estruturas serem compostas por anéis
benzénicos, o que favorece as interagdes hidrofdbicas.

Os flavonoides tendem a sofrer modificacées quimicas dependendo das
condigdes do meio, devido as caracteristicas de sua estrutura que conferem a estes
compostos, atividade antioxidante, sendo mais pronunciado em solugbes aquosas
com pH acima de 11.0 (JURASEKOVA et al., 2014).

Portanto, para se evitar baixos coeficientes de particdo e a degradacgéo dos
compostos, a escolha dos parametros do sistema como pH e a composicao do SAB
deve levar em consideracdo as caracteristicas do produto de interesse e dos
contaminantes, como ponto isoelétrico ou pKa, o peso molecular e a sua
hidrofobicidade (BENAVIDES et al., 2008).

4.3 Cromatografia liquida e espectrometria de massas

Na analise com UPLC-QToF-MSE, o extrato foi analisado no modo negativo
de ionizagdo. Os compostos foram tentativamente identificados comparando-se as
férmulas moleculares obtidas com aquelas contidas na literatura de familia, género e
espécie.

Os resultados mostraram a presencga de quinze picos. Dentre os compostos
identificados estao as flavonas: orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina, lucenina-

2, vicenina, violantina, crisina, apigenina, luteolina, scafitosideo e isoscaftosideo.
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Figura 9 - Cromatograma em BPI obtido no sistema UPLC-QTOF-MS em modo
negativo (ESI-) do extrato da casca de maracuja das amostras de Passiflora edulis f.
flavicarpa.
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O pico 1 [m/z 609.1455 Da [M — H] (C27H30016)] exibe a fragmentagdo no
MS? com os ions fragmentos m/z519,1250 Da [M - H - 90] ; m/z489,0976 Da [M - H
-120] ; m/z399,0724 Da [M - H - 210]'; m/z369,0562 Da [M - H - 240]". Este composto
foi tentativamente identificado como luteolina-6,8-di- C-B-D-glicopiranosideo (lucenina-
2) (FARAG et al., 2016; CAZARIN et al., 2016).
No pico 2 encontrou-se o valor de massa do ion desprotonado igual a m/z
593,1530 Da [M — H], e no espectro MS? tem-se os fragmentos m/z 473,1133 Da [M -
H - 120], relativo a perda de uma unidade de hexose e também um fragmento m/z
327,1078 Da [M - H - 266] referente a estrutura da aglicona do flavonoide.
Correlacionando a férmula molecular C27H29011 obtida pelo software MassLynx 4.1
com os valores de fragmentos MS? na literatura, foi possivel identificar o composto
como a isoorientina 2”-O- ramnosideo (SAKALEM; NEGRI; TABACH, 2011).
O pico 3 [m/z 593,1507 Da [M — H] (Cz27H30015)] foi tentativamente
identificado como sendo o flavonoide vicenina, a partir dos valores de massa em seu

perfil de fragmentacdo MS?, sendo os valores observados m/z473,1072 Da [M - H —
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120] referente a perda e um hexosideo; m/z 383,0862 Da [M — H - 90 - 120] e m/z
353,0439 Da [M — H — 120 - 120] (caracteristico de perda dupla das unidades C-
glicosideo) e também de sua formula molecular obtida com erro estimado em 0,2 ppm
(CAZARIN et al., 2016).

O pico 4 (tr = 4,62) e 9 (tr = 5,07) apresentaram os mesmos valores de
formula molecular (C2sH27014) e massa molecular do ion desprotonado,
respectivamente m/z 563.1393 Da [M — H] e m/z 563,1401 Da [M — H]. Estes dois
isdbmeros foram identificados como sendo o scaftosideo e o isoscaftosideo com base
no perfil de fragmentacdo MS? apresentado (sendo m/z383.0616 Da [M —H - 180]" e
m/z 353.0719 Da [M — H - 210]” para o scaftosideo; m/z473,1126 [M — H — 90]™ para
0 seu isdbmero, isoscaftosideo) e no tempo de retencdo ja relatados na literatura
(SIMIRGIOTIS et al., 2013; FENG et al., 2016).

O pico 5 (tr = 4,74) e 0 6 (ir = 4,95), apresentaram valores de massa do ion
desprotonado respectivamente iguais a m/z447,0927 Da [M — H] e m/z447,0930 Da
[M — H] com mesma férmula molecular C21H20011, indicando a presenca de isdbmeros.
O composto presente do pico 5 apresentou fragmentacdo no MS? com os ions
fragmentos m/z 357,0753 Da [M - H — 90]" e m/z 327,0755 Da [M - H - 120]" e no
composto 6 observou-se os valores m/z 357,0850 Da [(M — H) - 90]~ e m/z327,0550
Da [M - H - 90 - 30]7, ambos valores referentes a perdas de residuos de acucares
presentes na estrutura das agliconas C-glicosideos. Estes isémeros foram
tentativamente identificados como sendo os flavonoides orientina (pico 5) e
isoorientina (pico 6) e diferenciados pelo tempo de retencao apresentado ja descritos
no trabalho realizado por Cazarin (2016) e colaboradores.

O pico 7 [m/z 577,1556 da [M — H] ;(C27H30014)] exibe a fragmentagédo no
MS? com os ions fragmentos m/z 367,0715 Da [M — H — 90 - 120]" e m/z 337,0766
Da [M - H - 240], fragmentos esses referentes a perda de unidades de acucares da
estrutura da aglicona. Com base no padrdo de fragmentacdo apresentado e
correlacionados com outros trabalhos na literatura, este composto foi tentativamente
identificado como violantina (CAZARIN et al., 2016).

O pico 8 foi tentativamente identificado como o flavonoide apigenina-C-
deoxosideo-O-hexosideo. Este composto apresentou valor de ion desprotonado igual
a m/z577,1572 Da [M — H] no espectro MS e no espectro MS? os ions fragmentos
m/z397,1283 Da [M —H - 180] e m/z473,1126 Da [M — H - 104] ambos fragmentos

relacionados com a perda da estrutura C-hexosideo. A férmula molecular proposta
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pelo software MassLynx foi C27H29014 (FARAG et al., 2016).

Para o composto presente no pico 10 (t&r = 5,29) foi obtido a férmula
molecular C1sH2007 a partir do software MassLynx com erro de 0 ppm e massa do ion
desprotonado m/z 311,1129 Da [M — H]. No entanto n&o foi possivel identificar este
composto na literatura consultada.

Outros compostos isdmeros identificados nos extratos da Passiflora edulis
f. flavicarpa foram encontrados nos picos 11 e 12, apresentando respectivamente
tempos de retencgéo iguais a 5,65 e 6,08 min. Através do perfil de fragmentacgao,
férmula molecular (C21H20010) e dos tempos de retencéao relatado em outros trabalhos
na literatura, estes compostos foram tentativamente identificados como vitexina (pico
11) e seus isémero isovitexina (pico 12). A vitexina apresentou valor de massa do ion
desprotonado igual a m/z 431.0975 Da [M — HJ e exibe a fragmentagao no MS? com
o ion fragmento m/z311,1184 Da [M — H - 90 — 30]". A isovitexina apresentou o valor
de massa do ion desprotonado de m/z 431,0980 Da [M — H] e seu perfil de
fragmentagao MS2com m/z311.1650 Da [M - H — 90 - 30]" e m/z 341.1256 Da [M -
H - 90]". A fragmentacdo apresentada por ambos os isbmeros € tipicamente
relacionada a perda de unidade C-hexosil ligadas a unidade da aglicona (CAZARIN
et al., 2016; FARAG et al., 2016).

O pico 13 [m/z561.1600 (C27H30013)] exibe a fragmentagdo no MS? com o
ion fragmento m/z 295.0795 Da [M - H]. Este composto foi tentativamente
identificado como crisina-C-hexosil-6”-O-deoxosideo (FARAG et al., 2016).

O pico 14 (ir = 7,52) apresentou massa do ion desprotonado de m/z
329,2328 Da [M — HJ) e exibe com os ions fragmentos m/z 183,0141 Da [M — H —
146];227,1111 Da [M — H —44] 309,1610 Da [M — H — 126] no MS?. Este composto
foi tentativamente identificado como o acido trihidroxi-octadecaenoico, sendo que
este composto teve sua férmula molecular (Ci1sH340s5) proposta pelo software
MassLynx 4.1 com erro igual a 0,0 ppm (SAKALEM; NEGRI; TABACH, 2011).



46

(continua)

Tabela 6 - Constituintes identificados ou tentativamente identificados em amostras de Passiflora edulis f. flavicarpa. Modo negativo.

) . ) ) Formula A .
Pico Tr(min) [M-H] [M-H] Fragmentos dos o Erro Tentativa de identificacdo Referéncias
Observado Calculado ] empirica
ions MS?
519,1250
489,0976
1 4,01 609,1455  609,1456 Co7H30016  -0,2 Lucenina-2 (Cazarin et al., 2016)
399,0724
369,0562
473.1133 Isoorientina 2”-O- (Sakalem; Nergi;
2 4,31 593.1530  593.1506 C27H29014
327.1078 -1.0 rhamnosideo. Tabach, 2011)
473,1072
3 4,37 593,1507  593,1506 383,0862 C27H30015 0,2 Vicenina (Cazarin et al., 2016)
3583,0439
383.0616 (Simirgiotis et al., 2013)
4 4,62 563.1393  563.1401 Ca6H27014 Isoschaftosideo
353.0719 -1.1
357,0753 (Cazarin et al., 2016;
5 4,74 447.,0927 447,0927 327,0755 C21H20011 0,7 Orientina Sakalem; Negri e
Tabach, 2011)
357,0850
6 4,95 447,0930  447,0927 Ca1H20011 0,0 Isoorientina (Cazarin et al., 2016)
327,0550
367,0715
7 4,96 577,1556 577,1557 Cao7H30014 -0,2 Violantina (Cazarin et al., 2016)

337,0766
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) ) Férmula . A
Pico Tr(min) [M-H] [M-H] Fragmentos dos o Erro  Tentativa de identificagdao Referéncias
Observado Calculado ] empirica
ions MS?
397,1283 Apigenina-C-deoxosideo-O-
8 4,97 577,1572 577,1557 Ca27H29014 2,6 ] (Farag et al., 2016)
473,1126 hexosideo
9 5,07 563,1401 563,1401 473,0948 C26H28014 0,0 Schaftésideo (Cazarin et al., 2016
10 5,29 311,1129  311,1131 - C15H2007 0,0 N&o identificado -
11 5,65 431,0980 431,0978 311,1184 C21H20010 0,5 Vitexina (Cazarin et al., 2016
341,1256 o _ ,
12 6,08 431,0975 431,0978 C21H20010 -0,7 Isovitexina (Cazarin et al., 2016
311,1650
Crisina-C-hesoxil-6"-O-
13 6,14 561,1600 561,1608 295,0795 C27H30013 -1,4 ] (Farag et al., 2016)
deoxosideo
183,0141 ,
Acido trihidroxi-
14 7,52 329,2328  329,2328 227,1111 C18H3405 0,0 y (Farag et al., 2016)
3091610 octadecaendico

Fonte: Autora (2017)
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Figura 10 - Compostos 1 — 15 que foram tentativamente identificados no extrato das
amostras em amostras de Passiflora edulis f. Flavicarpa.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou o emprego do Sistema Aquoso Bifasico, SAB,
na separacao dos flavonoides do extrato da casca do maracuja. Foi realizada uma
avaliagao sistematica da influéncia dos sais utilizados na composicao, sulfato de aménio
e fosfato de potéssio, e da concentragdo dos componentes formadores, etanol e sal, na
particdo e na recuperacao dos flavonoides, o que possibilitou uma separagdo com alto
rendimento e elevada recuperacao.

ApoOs os testes, constatou-se que o SAB foi um método eficaz para a
separacdo dos flavonoides dos interferentes acglUcares presentes no extrato,
proporcionando uma recuperacao superior a 98 % dos flavonoides, e 97 % dos aclcares
em ambos 0s sistemas compostos por sulfato de aménio e fosfato de potassio. Esses
resultados mostraram que os dois sais foram adequados para o objetivo deste trabalho,
devendo-se atentar para o pH do sistema, pois este possui grande influéncia na particao
e na recuperacao dos compostos.

Constatou-se, também, que o aumento na concentracdo do sal nos dois
sistemas favoreceu consideravelmente a particdo, aumentando a concentracao dos
acucares na fase fundo, enquanto que variacbes na concentracdo de etanol nao
mostraram influéncia significativa na particao dos compostos.

Em razao dos resultados de recuperacao bastante satisfatérios, dispensou-se
0 uso de outras etapas, como a de multiestagio, diminuindo, desta forma o tempo e os
custos com o processo.

Os resultados da anélise do extrato da casca do maracuja mostraram que este
fruto é fonte de variados tipos de flavonoides que possuem varios beneficios para a
saude, sendo, portanto, uma alternativa de baixo custo de qualidade para obtencéo
destes compostos bioativos.
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ANEXO A - COIVAIPOSIQAO DE EQUILiBRIp DE FASES PARA OS SISTEMAS
SULFATO DE AMONIO E FOSFATO DE POTASSIO

Tabela 7 - Composicao de equilibrio de fases para o sistema composto de etanol (1),
sulfato de aménio (2) e agua (3) a 25°C

Composicao

Fase ricaem

Fase rica em sulfato de

Numero total etanol amonio
100w+ 100wz 100wl 100w! 100wfi 100w’z 100 w'a;
1 11,62 29,81 45,69 4,74 8,28 32,30 32,36
2 11,54 31,03 52,34 2,88 6,89 34,27 34,21
3 11,48 32,49 57,87 1,82 5,40 36,55
4 11,44 32,39 57,75 1,84 5,54 36,32
5 11,45 32,41 57,27 1,92 5,49 36,41
6 11,42 32,50 56,62 2,03 5,36 36,62

Fonte: Wang et al. (2009).

Tabela 8 - Composicédo de equilibrio de fases para o sistema composto de etanol (1),

fosfato de potassio (2) e agua (3) a 25°C

Fase rica em etanol

Fase rica em sulfato de amonio

Numero

100 wt4 100 w2 100 w'4 100 w'z
1 67,90 0,160 0,380 47,60
2 62,80 0,330 0,640 45,10
3 54,80 0,780 1,09 41,90
4 48,30 1,46 1,63 39,30
5 41,20 2,67 2,45 36,50
6 34,10 4,91 3,90 32,90
7 31,11 6,05 4.42 31,50
8 26,30 8,65 6,22 28,50
9 23,50 10,87 7,71 26,40

Fonte: Katayama e Miyahara (2006).



