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RESUMO

A regido Amazonica é rica em espécies vegetais, dentre estas espécies inclui-se o camu-camu
(Myrciaria dubia), cujos frutos apresentam grande potencial de exploracdo. E de grande
interesse industrial e académico que a extracdo de compostos antioxidantes, tais como as
antocianinas, compostos fenolicos totais, vitamina C da casca do camu-camu, seja realizada
uma vez que estes frutos apresentam teores significativos destes compostos. Um dos métodos
de extracdo compativel com a particdo de biomoléculas denominado extracdo utilizando
sistemas aquosos bifasicos esta inserido entre os métodos de extragdo e particdo destes
compostos. O objetivo deste trabalho foi realizar extracdo e particdo de antocianinas presentes
na casca do camu-camu via sistema aquoso bifasico, a partir de sistemas compostos por
polietileno glicol PEG 1500+Na,SO4+agua, nas temperaturas de 25 e 45 °C. As curvas
binodais dos sistemas, ndo sofreram influencia da temperatura no tamanho da regido de
miscibilidade parcial. A particdo das antocianinas ocorreu em todas as linhas de amarragéo
utilizadas, e estas se concentraram nas partes superiores dos sistemas, regido rica PEG 1500.
Com a diminuicdo do comprimento das linhas de amarracdo e o aumento da inclinacdo das
mesmas ocorreu um aumento da concentragdo de antocianinas em todas as fases superiores
nas linhas de amarracdo utilizadas. Foi observado também que entre os ensaios houve uma
maior concentracdo de antocianinas na fase superior, no ensaio correspondente ao pH 4,5,
temperatura de 25 °C e tempo de particdo de 240 minutos, sendo a concentracdo de
antocianinas 57,25 mg/100g a mais elevada. Apds a determinagdo do ponto de maior
concentracdo de antocianinas na fase superior, foi observado que a vitamina C particiona para
fase inferior o que enfatiza o grau de purificacdo das antocianinas presentes na fase superior,

proposta neste trabalho.

Palavras-chave: Camu-camu, antocianinas, sistemas aquosos bifasicos.



ABSTRACT

The Amazon region is rich in plant species among them is included the Camu-camu
(Myrciaria dubia), whose fruits have great potential for exploitation. Camu-camu has a great
industrial and academic potential for the extraction of antioxidant compounds such as:
anthocyanins, total phenolic compounds and vitamin C, these substances can be extracted
from the peel once this fruit presents viable extraction levels of these biocomposites. One of
the extractive methods which are compatible with the partition of biomolecules is defined as
extraction using aqueous biphasic systems, which is inserted between the methods of
extraction and partition of compounds. In this work were performed the extraction and
partitioning of anthocyanins present in camu-camu peel via aqueous biphasic system, from
systems composed by polyethylene glycol PEG 1500 + Na,SO, + water, at temperatures of 25
and 45 °C. It was observed from the construction of the binodal curves of these systems that it
is practically not influenced by the temperature in the partial miscibility region. The partition
of the anthocyanins occurred in all tie-lines and these were concentrated in the upper parts of
the systems, rich region PEG 1500. With a reduction in the length and increase in the
inclination of the tie-lines, was observed an increase in the concentration of anthocyanins in
all the upper phases of the tie-lines used. It was also observed between the tests that there was
a higher concentration of anthocyanins in the upper phase. During the test corresponding to
the pH of 4.5, temperature of 25 ° C and partition time of 240 minutes the concentration of
anthocyanins was the highest observed of 57.25 mg/100 g. After defining the point of highest
concentration of anthocyanins in the upper phase, this study observed that the concentration
of vitamin C in the lower phase indicates the degree of purification of the anthocyanins

presents in the upper phase, as proposed in this study.

Keywords: Camu-camu, anthocyanins, two-phase aqueous systems.
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1 INTRODUCAO

A regido Amazobnica apresenta uma das maiores biodiversidades do mundo,
proporcionando uma grande multiplicidade frutifera, algumas destas variedades, oferecem em
sua composicdo pigmentos naturais, e estes, por sua vez um potencial de industrializag&o.
Dentre as diversidades vegetais nativas da regido, inclui-se o0 camu-camu (Myrciaria dubia)
(YUYAMA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004).

Os frutos de camu-camu, quando imaturos, apresentam coloracdo verde e durante o
processo de amadurecimento ocorre a modificacdo de coloracdo, do verde variando do
vermelho ao roxo, coloragdes estas, devido a presenca de antocianinas. Por ser um fruto
deciduo, as antocianinas estdo concentradas no pericarpo, podendo gerar produtos com
tonalidades muito atraentes, sendo este um dos fatores de incentivo para o desenvolvimento
agroindustrial do camu-camu (ZANATTA et al, 2005; PINEDO, 2007; MYODA et al., 2010).

De acordo com Neves et al. (2015), foram observadas maiores concentracGes de
antocianinas nas cascas de camu-camu quando os frutos estavam completamente maduros,
logo os autores relatam que esse tecido apresenta potencial para ser usado para a extracao de
tal composto.

Os corantes alimentares artificiais sdo utilizados na industria alimenticia, para alterar
ou conferir coloragcdes aos alimentos, a fim de aumentar sua atratividade nos consumidores,
mas ndo sem controvérsias e discordancias quanto aos seus efeitos de utilizacdo. Existem
algumas alternativas, com bons resultados, que sdo lentamente aprovadas, tanto nos Estados
Unidos, quanto na Unido Europeia com utilizagdo de corantes naturais, como carotenoides e
antocianinas, que podem substituir os seus homologos sintéticos, entretanto alguns obstaculos
para utilizacdo dos corantes naturais como aumento do custo de fabricacdo e a estabilidade
dos mesmos (CAROCHO et al., 2014).

Atualmente, ocorrem influéncias sobre as industrias tradicionais de alimentos e as
industrias téxteis, para a progressiva substituicdo de corantes quimicos por corantes naturais
para utilizacdo em produtos (SELVAM et al., 2015). Diante do exposto, estudos sobre a
extragcdo de compostos antioxidantes, tais como antocianinas, para utilizacdo como corantes,
séo de fundamental importancia.

Dentre os métodos de extracdo, podem ser citados os métodos convencionais de
extracdo, utilizando solventes organicos (como etanol e metanol) e 0s métodos ndo
convencionais como a extracdo em fluido supercritico, extracdo com liquido pressurizado,
extragdo por micro-ondas, extracdo por ultrassom e, como forma de purificacdo da
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biomolécula, a utilizacdo de técnicas cromatograficas. Tais técnicas consomem quantidades
elevadas de solventes ou sdo procedimentos de alto custo, sendo assim faz-se necessario a
utilizacdo de uma técnica que permita um consideravel grau de purificacdo e separacdo
associada a um baixo custo de operagdo com processamento simples, evitando sucessivas
etapas no processo (REIS et al., 2015).

Nos ultimos anos, pesquisas com a extracdo de compostos como biomoléculas, séo
realizadas por uma ramificacdo da extracao liquido-liquido, que utiliza os sistemas aquosos
bifasicos (SAB) esse processo é compativel com o0s processos de biosseparagoes, a qual vem
sendo utilizada com sucesso no isolamento de proteinas e mais recentemente de compostos
antioxidantes (COIMBRA e TEIXEIRA, 2009).

O surgimento de estudos que mostram possibilidade de se extrair pigmentos, sem que
ocorram mudancas estruturais, é de extrema utilidade para o comércio de aditivos, uma vez que
existe um interesse e uma tendéncia ja demonstrada pelo mercado. A busca pela utilizacdo de
corantes naturais em alimentos tém levado a industria e 0s pesquisadores ao interesse por pesquisa
e desenvolvimento de processos utilizando materiais naturais, como 0s antioxidantes, que séo
biomoléculas fotossensiveis e termossensiveis, e a técnica de sistemas aquosos se mostra
compativel para este tipo de extracdo (BARBOSA, 2013).

O estudo sobre a extracdo e particdo de pigmentos em sistemas aquosos bifasicos vem
sendo observados atualmente na literatura, na extracdo e purificacdo de biomoléculas, pois
dependendo do polietileno glicol (PEG) e sal utilizados para composicdo dos sistemas, estes
podem se mostrar como uma alternativa, de baixo custo e dentro dos principios da quimica verde,
pela ndo utilizacdo de solventes tdxicos (WU et al, 2014; PATRICIO, 2012).

A extracdo de compostos bioativos da casca dos frutos de camu-camu por SAB se
mostra como uma alternativa atraente, uma vez que este método apresentado neste trabalho
propde um procedimento sustentdvel e ndo agressivo, utilizando SAB para a extracdo e
purificacdo de antocianinas em matrizes vegetais. Vale ressaltar que 0s sistemas sao
compostos em maior parte por agua. Além disso, apresentam bons resultados para particao de

biomoléculas, tais como compostos antioxidantes, e um baixo custo.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.2 Objetivo geral

Avaliar a particdo das antocianinas da casca dos frutos de camu-camu (Myrciaria
dubia) utilizando sistemas aquosos bifasicos constituidos de Polietileno glicol PEG 1500+

Na,SO4+ agua.
1.1.3 Objetivos especificos

o Determinar a curva de solubilidade e dados de equilibrio dos sistemas compostos por
PEG 1500 e (Na,SO,) nas temperaturas de 25 e 45 °C;

o Determinar a concentracdo de antocianinas na casca, do camu-camu apos a extracdo e
particdo via SAB.
o Estudar os efeitos: temperatura, tempo e pH, no comportamento dos sistemas de duas

fases aquosas constituidos por PEG e sal, nos sistemas propostos, durante a particdo de
antocianinas na casca do camu-camu;
o Estudar o coeficiente de particdo das biomoléculas abordadas tais como (Vitamina C,

compostos fendlicos totais) no estudo a partir dos sistemas aquosos bifasicos estudados;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo visa apresentar revisdo bibliografica sobre, a particdo de
biomoleculas via SAB, especificamente os sistemas formados por PEG e sal. Tambem, sdo
apresentadas uma revisdo das propriedades da casca do camu-camu. Tais trabalhos aqui
abordados foram a base para a composic¢éo desta dissertacéo.

2.1 CAMU-CAMU (Myrciaria dubia)

O camucamuzeiro é uma espécie nativa da Regido Amazbnica, vegetam
espontaneamente as margens de praias, rios e lagos, lugares estes, onde a planta pode demorar
até trés anos para frutificar. Os frutos podem ser também cultivados em solos de terra firme,
com o controle de nutrientes e &gua, onde a planta pode produzir até mais de duas safras
anuais. O camu-camu tem ocorréncia em toda a bacia Amazoénica em diferentes ecossistemas
que pode estar relacionados a existéncia de variacdo genética nas plantas originarias de
diferentes regides e comprovados pelo campo experimental do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia (INPA), compondo uma colecdo de germoplasma de camu-camu, por meio da
verificacdo da arquitetura da planta, analises fisico-quimicas dos frutos, morfologia foliar e
outros (YUYAMA, 2011).

Na década de 90, na Embrapa Amaz6nia Oriental, foi implantado o Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de Camucamuzeiro, localizada no municipio de Belém, estado do Par3,
com coordenadas geogréaficas de 48°26°45”W e 1°26°31”S. Os acessos foram provenientes de
coletas realizadas as margens dos rios Javari e Jandiatuba, afluentes do rio Solimdes, estado
do Amazonas, e dos rios Trombetas e Tapajds, estado do Para (NASCIMENTO et al., 2014).

Os bancos de germoplasmas sdo de extrema importancia, pois tem como objetivo
identificacdo de genotipos prosperos para o agronegocio, segundo Hosbino et al. (2002), a
preservacdo de germoplasmas, na avaliacdo e caracterizacdo, sdo imprescindiveis para a
manutencdo, conservacao e utilizacdo sustentaveis dos recursos genéticos.

O fruto do camucamuzeiro, Figura 01, é do tipo bagaceo, globoso, com mesocarpo
carnoso (gelatinoso) e esbranquicado, de sabor citrico; apresentam de 1,4 a 2,7 cm de
diametro longitudinal 1,6 a 3,10 cm de diametro transversal, apresentando de 1 a 4 sementes
por fruto, o epicarpo é liso e brilhante, e os frutos maduros apresentam coloracdo que variam
do vermelho escuro a vermelho puarpura, devido a presenga de antocianinas (RIBEIRO et al.,
2014 2002; ZANATTA e MERCADANTE, 2007; YUYAMA, 2011).
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Figura 01. Frutos do camu-camu
Fonte: O autor

Os frutos do camucamuzeiro vém se destacando mundialmente por seu elevado teor de
acido ascorbico. Em geral ndo sdo comumente consumidos in natura ou na forma de polpa
integral, em razéo de sua elevada acidez. No entanto estudos na literatura apontam a
ambundancia em compostos bioativos e efeitos biologicos dos frutos, fatores estes que vém
despertando um crescente interesse por parte das industrias de alimentos e farmacéuticas
(AKTER et al., 2011; FUJITA et al., 2013; AZEVEDO et al., 2014). As cascas dos frutos de
camu-camu apresentam caracteristicas de composicdo fisico-quimica de acordo com a Tabela
01.

Tabela 01. Composicdo fisico-quimica de cascas de camu-camu, segundo diferentes
autores.

(Maeda, 2006) (Souza, 2014)
Umidade (g/100g) 88,26+0,27 86,02+0,36
Cinzas (g/100g) - 2,2+0,32
Lipidios (g/100g) - 14,5+0,62
Proteinas (g/100g) - 5,74+0,29
Carboidratos - 79,58+2,11
Vit. C (g/100g) 3,09+35,11 2,84+0,59

*Média * desvio padrdo

Pesquisas evidenciam o camu-camu como uma possivel fonte de biocompostos

(FRACASSETTI, D, et al.,, 2013; FUGITA,. et al., 2015). Os compostos bioativos sdo
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amplamente difundidos entre frutas e outros vegetais, sendo metabolitos secundarios
presentes em todo reino vegetal e que sdo fundamentais para a manutencdo da saude humana
(SAXENA e PRADHAN, 2012). Nesse sentido, as frutas tém sido estudadas por serem
verdadeiras fontes de compostos antioxidantes, principalmente em virtude da capacidade de
protecdo do organismo humano contra os danos causados pelos radicais livres e seus efeitos
bioldgicos (MALTA, et al., 2013; TUDOR, et al., 2015).

Fugita et al. (2015) relata que o fruto de camu-camu apresenta altos teores de
flavonoides, compostos estes que de acordo com autor podem apresentar propriedades
antioxidante e anti-inflamatoria e apresentam potencial para combater estresse oxidativo.

De acordo com Yuyama (2011), os frutos de camu-camu apresentam uma coloracéo
caracteristica devido a presenca de antocianinas. Estudos realizados por Neves et al. (2015),
mostram que estas substancias sdo predominantes na casca do fruto e podem ser
potencialmente extraidas durante o estddio final de amadurecimento e no inicio da
senescéncia, quando os maiores niveis de antocianina foram detectados nos frutos.

Logo, 0o camu-camu apresenta-se como uma possivel fonte para a extragdo de
compostos tais como a antocianinas, e a utilizagdo destes como corantes naturais ou ainda
microencapsulacdo dos mesmaos.

Técnicas de microencapsulacdo podem ser realizadas para aumentar o tempo de vida
de um determinado composto. Amin et al. (2017) realizaram microencapsulacdo de
antocianinas utilizando PEG como agente encapsulante e verificaram uma alta estabilidade na
antocianina encapsulada.

O incentivo para o cultivo de camucamuzeiros e a extracdo dos pigmentos presentes é
de grande importancia para a comunidade académica e industrial, uma vez que se observa
uma tendéncia dos consumidores por uma procura por produtos com ingredientes naturais e

que tragam beneficios a saude.

2.1.1 Compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo amplamente difundidos entre frutas e outros vegetais,
sendo metabolitos secundarios presentes em todo reino vegetal e que sdo vitais para a
manutencdo da saude humana (SAXENA et al. 2012). Mais de 8.000 compostos fendlicos ja
foram relatados e estdo amplamente dispersos em todo o reino vegetal (WILLIAMSON e
CLIFFORD, 2010). Segundo Saxena e Pradhan (2012), os polifendis apresentam algumas
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caracteristicas em comum: sdo substancias organicas, geralmente de baixo peso molecular,
possuem um anel aromatico ligado a uma ou mais hidroxilas.

Compostos fenolicos representam a maior categoria de agentes fotoquimicos
atualmente reconhecidos, podendo ser divididos em até 10 diferentes classes dependendo de
sua estrutura quimica basica, sendo as principais classes a dos acidos fendlicos, flavondides e
taninos. S&o considerados metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas durante o seu
desenvolvimento natural e uma maior concentracdo dos mesmos € encontrada nas cascas e
sementes das diferentes fontes vegetais (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN,
2006).

As antocianidinas pertencem o subgrupo dos flavonoides que s@o subdividos em
diferentes grupamentos, tais como: os flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonas,
antocianidinas e flavanois, que diferem, entre si quanto ao posicionamento dos grupos
hidroxila nas estruturas do anel aromatico (ROSS e KASUN, 2002). Antocianidinas séo
menos insollveis que seus glicosideos correspondentes (antocianinas), e ndo sdo encontradas
livremente na natureza (FENNEMA, 2010).

O maior subgrupo de compostos fendlicos é composto pelas antocianidinas que sao
pigmentos solGveis em agua devida presencas de hidroxilas, ligadas ao seu anel aromaético,
encontrados em plantas sdo responsaveis pelas coloracGes vermelhas, parpuras e azuis de
muitas frutas, vegetais e de flores (HE e GIUSTI, 2010).

Esses pigmentos apresentam diversas estruturas, e algumas sdo mais observadas na
natureza tais como: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvinidina,
sendo fitoconstituintes importantes na dieta, podendo apresentar uma ampla atividade
farmacologica (HUSSEIN et al., 2016). Na figura 02, podem ser observadas as estruturas das

principais antocianidinas encontradas no reino vegetal.

Ry
OH ..
=~ ~_~" Antocianidina Rl R2 R3
. B Delfinidina OH OH H
HO 0\ 2 - Cianidina OH H H
C z Pelargonidina H H H
- Peonidina OCH;: H H
TR, Petunidina OH  OCH; H
OH Malvinidina ~OCH: OCH: H

Figura 02. Estrutura bésica do pigmento antocianidina, das principais antocianidinas

encontradas em vegetais.
Fonte: Chiou et al. (2014)
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As diferentes estruturas das antocianidinas influenciam as suas propriedades quimicas,
que, por sua vez, tém implicagcdes importantes para sua estabilidade, seu equilibrio aquoso,
sua cor, seus efeitos de copigmentacdo, sua reatividade e suas propriedades antioxidantes
(VALLS et al., 2009). Na figura 03, podem ser observadas as diferentes coloracdes das

principais antocianidinas.

1-Pelargonidina 2- Cianidina 3- Peonidina 4- Delfinidina 5-Petunidina 6- Malvinidina

Figura 03. Gama de cores visiveis de antocianidinas
Fonte: Adaptada, Ananga, et al, 2013.

Diferentes fatores afetam a coloracdo e a estabilidade destes compostos, como pH,
temperatura, luz, presenca de copigmentos, ions metalicos, enzimas, oxigénio, &cido
ascorbico, acucar, entre outros. A forma como é feita a extracdo e o solvente empregado é
responsavel diretamente pelo teor de antocianinas extraido como também os diferentes tipos
de antocianinas presentes nos extratos obtidos (HE & GISTIN, 2010). Mudancas de coloragdo

das antocianinas em diferentes pH em meio aquoso estéo dispostas na Figura 04.
pH=1-3 pH=4-5 pH=6-7
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Figura 04. Mudancas de coloragfes de antocianinas em diferentes pH
Fonte: Adaptado, Ananga, et al, 2013.
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O conhecimento dos fatores que conduzem a estabilidade das antocianinas é vital para
a eficiéncia da sua extracdo/purificacdo e para sua utilizacdo como corante alimenticio. As
antocianinas sdo mais estaveis sob condicdes acidas, e podem ser degradadas, para solucdes
descoloridas ou produtos amarelados ou marrons, durante a extragdo/purificagdo ou durante o
processamento e estocagem. (JACKMAN, 1992).

Para utilizacdo de antocianinas como corantes, estas podem ser extraidas empregando
solvente, apds processo de secagem ou liofilizacdo de frutas (VALDUGA et al., 2005). Como
as antocianinas sdo moléculas hidrofilicas, o solvente mais comumente utilizado é o acido
cloridrico (HCI) (CASTANEDA-OVANDO, 2009). Vérios procedimentos para a extracio
destes compostos sdo eficientes, no entanto 0s extratos nem sempre Sd0 Seguros para 0O
consumo humano, devido aos efeitos toxicos dos solventes residuais (PATIL, 2009).

O camu-camu apresenta em sua composicdo dois tipos de antocianinas, pesquisa
realizada por Zanata, et al (2005) mostrou que 0 camu-camu apresenta antocianinas do grupo
das cianidinas, especificamente cianidina-3-glicosideo seguido de delfinidina-3-glicosideo, do
grupo das delfinidinas como antocianinas predominantes na casca do fruto, uma vez que as
mesmas sdo predominantes nas cascas dos frutos. Suas estruturas estdo representadas na

Figura 05.

. T . . CHZOH T . . CHZOH
cianidina-3-glicosideo OH delfinidina-3-glicosideo OH

Figura 05. Estrutura do pigmento antocianina (cianidina-3-glicosideo e delfinidina-3-
glicosideo) majoritarias no camu-camu

Fonte: Zanatta et al, 2005.

A temperatura também é um dos fatores que podem alterar a estabilidde das
antocinainas. Foi observado, durante o estudo da degradacdo térmica das antocianinas
presentes na casca do mangostdo realizado por Chisté, et al, (2010), que a cianidina-3-

glicosideo, apresenta degradacdo de tempo de meia vida de 370 horas na temperatura de 28°C,
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e na temperatura de 50°C em 93 horas, 0 que confirma que as antocianinas sdo mais instaveis
com o0 aumento da temperatura.

O camucamu é uma baga, que em geral € conhecida como boa fonte de vitamina C,
fibra dietética e minerais, contém altos niveis de componentes naturais de polifendis que
atuam como potentes antioxidantes (AKTER, 2011). A principal fonte desta vitamina vem da
dieta através do consumo de vegetais e frutas (MOURA, 2010). Na figura 06 é descrita a

estrutura quimica da Vitamina C, também denominada da de acido ascorbico.

Figura 06. Estrutura quimica da vitamina C
Fonte: MOURA, 2010, 2005.

O acido ascorbico € um composto polar, ocorre naturalmente em frutas e vegetais e
apresenta a funcdo de nutriente essencial. Possui uma grande utilizacdo devido as suas
propriedades antioxidantes (FENNEMA, 2010).

2.2 SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS (SAB)

O Sistema Aquoso Bifasico (SAB) foi estudado inicialmente no século XIX, em 1896,
por Beijerinck, que, ao misturar solu¢bes aquosas de amido e gelatina ou agar-agar e gelatina
observou a separacdo das fases espontaneamente. Esses sistemas formados por duas fases
liquidas sdo constituidos por duas fases aquosas parcialmente imisciveis, que coexistem em
equilibrio, formadas pela adi¢cdo de compostos hidrossoluveis. Cada fase do sistema torna-se
enriguecida com um dos compostos, originando duas fases aquosas de naturezas, quimica e
fisica diferentes, conduzindo a migracdo das biomoléculas para uma das fases por afinidade
(ALBERTSSON, 1986).

Os SAB’s sdo formados de uma maneira geral pela combinacdo de polimeros
(ALBERTSSON, 1961; DHADGE et al., 2014 ); ou pela mistura de um alcool e um sal
(organico ou inorganico), (LIU et al., 2013; WU et al., 2014); mistura de sal com polimero
(ASENJO e ANDREWS, 2011; JAMPANI e RAGHAVARAO, 2015) e mais recentemente,

pela mistura de liquidos idnicos e sais inorganicos (QUENTAL et al., 2015).
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Os sistemas compostos por polimeros/sais apresentam vantagens em relagdo aos
sistemas compostos por polimeros-polimeros-agua, pois apresentam menor tempo de
separacao de fases e propriedades fisicas favoraveis a operacdo em larga escala, como elevada
seletividade e diferengas de densidade, viscosidade entre as fases adequadas para o trabalho
com equipamentos de extracdes disponiveis (ALBERTSSON, 1986).

A formacdo do SAB depende da concentracdo dos componentes do sistema, sendo
composta por regibes monoféasica e bifasica de acordo com a concentracdo de cada
componente. O diagrama de fases delineia 0 comportamento de um determinado sistema
bifasico, é Unico para cada sistema em condic¢des determinadas de temperatura e concentracao
de componentes (BARROS, 2014).

As fases dos SAB’s sdo duas regifes que possuem propriedades termodindmicas
intensivas diferentes, como densidade, indice de refracdo, condutividade e composi¢do. Como
as duas fases dos SAB’s coexistem em equilibrio, nenhuma propriedade termodin&dmica varia
em uma dimens&o temporal, ou ainda, ndo ha troca resultante de matéria entre as fases. Estas
fases estdo separadas por uma interface que € a regido na qual as propriedades
termodinamicas intensivas de cada fase transitam para valores diferentes, sempre tendendo
para o valor daquela propriedade da outra fase em equilibrio (CARVALHO, 2004),

representada esquematicamente na figura 07.

(T D

Fase Superior (FS)

Fase Inferior (FI)

—

(

Figura 07. Esquema do SAB, composto por duas fases parcialmente imisciveis.

Os dados de equilibrio de fases de SAB’s sdo representados na forma cartesiana, ou
em diagramas triangulares. Na figura 08 é representado esquematicamente um diagrama de
fases em coordenadas retangulares. O estudo do comportamento deste sistema € muito

importante para determinagdo da regido de miscibilidade parcial (binodal).
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Figura 08. Esquema representativo de um diagrama de fases em coordenadas retangulares,
para um SAB.

A curva binodal (CB) ou curva de solubilidade separa a regido de miscibilidade parcial
do sistema e é obtida através da determinacgdo do limite de solubilidade dos trés componentes,
portanto valores de concentracdo acima da CB tem a regido de duas fases e valores abaixo da
CB, regido monoféasica. No diagrama sdo representadas trés linhas de amarracdo (LA), que
ligam pontos do diagrama que representam as composicOes das duas fases em equilibrio.

Para se medir as diferencas das propriedades termodindmicas entre as fases é
calculado o comprimento das linhas de amarragdo, (CLA), equacdo 01. O CLA mede a
distancia entre os pontos na FS e FI, quanto maior for o valor do CLA maior sera a diferenca

entre as propriedades termodinamicas (BRITO, 2007).

CLA = [[(Cps — Cp)? + (Css — Cs1)?] (01)

Sendo Cps e Cpi concentragdes em % (massa/massa) de polimero na fase superior e
inferior respectivamente e Css e Cs; as concentracfes de sal nas fases superior e inferior
respectivamente.

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

(BARBOSA, 2013). Os valores das inclinagcdes podem ser calculados pela Equacéo 02,

_ (CPS B CPi)

ILA = —
(CSS - CSi)

(02)

24



A base para separagdo de substancias com emprego de sistemas de duas fases aquosas
estd na distribuicdo seletiva dos contetdos entre as fases formadas, calculando-se o

coeficiente de particdo (K) do composto de interesse (Equacdo 03), definido por:
K== (03)

Onde Cs e C, as concentragfes da substancia, nas fases superior e inferior
respectivamente e K é uma variavel que mede a eficiéncia do processo de separacdo da
substancia de interesse (FERREIRA, 2007). Diversos tipos de interacBes podem ocorrer entre
as substancias de interesse e 0os componentes do sistema, tais como: interacdes de cargas,
interacGes entre as pontes de hidrogénio, forca de van der Waals e interacdes hidrofobicas.
Portanto, existe uma série de fatores que podem influenciar na eficiéncia da particéo
(Albertsson, 1986).

2.2.1 Constituintes das fases - Polietilenoglicol (PEG) e sal (Na;SOy)

O polietilenoglicol (PEG) € um polimero sintético hidrofilico, ndo idnico, de cadeia
linear ramificada, com massa molar variavel, constituindo a base para as industrias de
plasticos, embalagens, fibras, adesivos, tintas e esmaltes. E solGvel em agua e em varios
solventes organicos (CARVALHO, 2004).

No Brasil, na industria de alimentos, a utilizagdo de polietilenoglicol, é regulamentada
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), como veiculo em edulcorantes de
mesa e em suplementos vitaminicos e ou minerais (BRASIL, 2005). Por ser ndo antigénico e
nem imunogénico foi aprovado pelo FDA, (Food and Drug Administration). Devido a sua
capacidade de formacdo de uma camada protetora, 0 PEG pode diminuir a taxa de rejeicdo de
materiais em sistemas biolégicos em humanos. De acordo com as suas propriedades, o0 PEG
tem uma série de aplicacOes farmacéuticas, biologicas e bioquimicas (SBRUZZI, 2010). Estas
propriedades sdo, portanto, de notavel importancia industrial uma vez que estes polimeros
apresentam baixo custo.

O sulfato de sodio (Na,SO,) € um sal branco, cristalino, fino com solubilidade em
agua de : 200 g/L. Apresenta pH entre 5,2 e 9,2 a 25 °C quando em solugdo de 50 g/L de
sulfato de sddio em agua (SYNTH, 2008).
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3.3 PARTICAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Técnica de extracdo de biomoléculas tais como compostos antioxidantes,
principalmente as antocianinas vem sendo realizadas por separacdo por sistemas aquosos
bifasicos por apresentarem vantagens, uma vez que podem ser constituidos por substancias
atxicas, de baixo custo, alem disso, sistemas que utilizam PEG podem ser ajustados para
coincidir com a hidrofobicidade e o teor de a4gua de um grande numero de solventes
(HUDDLESTON et al., 1998; ROGERS et al., 1998).

Atualmente, pesquisas de extracdo e particdo de biomoléculas vém sendo realizadas
pelo estudo da particdo de Sistemas Aquosos Bifasicos. Algumas aplicacBes de extracdo de
biomoléculas utilizando SAB’s estdo descritas na tabela 02. Este tipo de estudo vem sendo
realizado, como uma técnica de particdo de proteinas (ABBOTT, et al. 1992; AUMILLER E
KEATING, 2017). Mais recentemente estes sistemas vém sendo utilizados na extracdo de
corantes e compostos antioxidantes (WU et al., 2014), em outros segmentos como no
tratamento de poluentes organicos do meio ambiente (ALVAREZ et al., 2015).

Assim, a utilizacdo de sistemas constituidos por PEG e sal se mostram como um meio
adequado para a extracdo de biomoléculas, sendo a fase superior (FS), rica em PEG, e a fase
inferior (F1), rica em sal (BARBOSA, 2013; REIS, et al, 2015).

Tabela 02. Exemplos de empregos e componentes utilizados na formagdo do SAB em

distintas aplicacdes.

Componente 1  Componente 2 Biomolécula Referéncia
PEG SAL ANTOCIANINAS PATRICIO (2012)

JAMPANI e

PEG SAL ANTOCIANINAS
RAGHAVARADOQ, 2015

PEG SAL BETALAINAS MARTINS (2012)
PEG SAL CLOROFILAS MARTINS (2012)
ALCOOL SAL ANTOCIANINAS LIU et al. (2013)
ALCOOL SAL ANTOCIANINAS WU et al. (2014)

Patricio (2012) avaliou o efeito de diversos tipos de sais e PEG’s, com diferentes
pesos moleculares, e analisou comportamento da parti¢cdo das antocianinas utilizado SAB’s, e
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observou que as antocianinas se concentram preferencialmente na fase rica em polimeros, e
que a particdo das antocianinas € dependente dos comprimentos das linhas de amarracao.

Martins (2012) estudou a particdo de betalainas e clorofilas por SAB’s utilizando PEG
e SAL em diferentes temperaturas (5, 25 e 45 °C), observou que 0s sistemas aquosos bifasicos
na extracdo betalaina e clorofila mostraram-se eficientes, nas condic¢Ges trabalhadas, exceto
para betalaina a 45°C, no qual o corante foi degradado.

Ja pesquisas realizadas por Barbosa et al. (2013) avaliaram o efeito do peso molecular
do polietileno glicol (PEG) e da temperatura para SAB constituido de polimero e sulfato de
sodio em pH 2 nas temperaturas de 20 e 40 °C, avaliando as condic¢Bes para aplicacdo da
particdo de antocianinas do Jameldo, e observaram que as antocianinas presentes nos extratos
aquosos de Jameldo também se concentram na fase superior, seus melhores resultados
ocorreram nas temperaturas de 20 °C.

Liu et al. (2013) estudaram a otimizagdo de extragdo em duas fases aquosas
compostos por sal e alcool, a partir de antocianinas da batata doce roxa por metodologia de
superficie de resposta, onde no presente trabalho foi encontrado o melhor ponto para a
particdo das antocianinas e foi observado que o pH do melhor sistema de particdo era igual a
3,3.

Wu et al. (2014) avaliaram a extracdo e purificacdo de antocianinas do suco de uva em
SAB utilizando fosfato de s6dio monobasico e etanol, investigando o efeito da composi¢do do
SAB sobre a estabilidade da das antocianinas, onde foi observado que 0 processamento em
condigdes de baixa temperatura, favorecem a extracdo e particdo de pigmentos naturais e que
0 meétodo de extracdo mostrou potencial de industrializacéo.

Jampani e Raghavarao (2015) avaliaram a particdo e purificacdo de antocianinas com
sistemas compostos por PEG 4000 e sal, e observaram que as antocianinas se concentram na
FS (Rica em PEG), e foi realizada a purificacdo das antocianinas, com a retirada do PEG por
metodologia de extracao organica aquosa, e foi observado que apos a retirada do polimero, foi
observado um aumento de 2 & 3 vezes na concentracdo de antocianinas na fase aquosa,
resultados onde segundo autor, podem facilitar a utilizacdo de antocianinas extraidas por tal

método como corante alimentar.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria-prima

A matéria prima utilizada neste trabalho foi tratada de acordo com o fluxograma 01.
Os frutos de camu-camu, in natura foram coletados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
da Embrapa Amazénia Oriental localizada na cidade de Belém-Pard no més de janeiro de
2017. Foram transportados ao Laboratério de Equilibrio de Fases (LEF), localizado na
Universidade Federal do Para, Campus Belém, onde foram lavados e sanitizados, e em
seguida armazenados em freezer. Para realizacdo da particdo das antocianinas presentes na
casca do camu-camu, os frutos foram descascados manualmente e a casca adicionado a cada

sistema estudado. Posteriormente foi realizada a composicao centesimal das cascas dos frutos.

Coleta
I

Transporte

G

Lavagem

4

Armazenamento

A

despolpamento

U
Residuo
|| e |
O
composi¢ao
centesimal

Fluxograma 01: Coleta e armazenamento dos frutos de camu-camu

4.1.2 Composigao centesimal

Para a realizacdo das analises de composicdo centesimal, os frutos de camu-camu
foram descascados manualmente, e na casca do fruto foram realizadas analises de umidade,
cinzas, proteinas, lipideos e carboidratos (por diferenca) sendo os resultados expressos em
porcentagem (%). As andlises foram realizadas em triplicata segundo as metodologias abaixo.

e Umidade: Determinada via método gravimétrico, por secagem em estufa a vacuo, &

70°C, ate peso constante.
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e Cinzas: Determinada gravimetricamente, por calcinagdo da amostra a 550 °C, de
acordo com o método 940.26 da AOAC (2002).

e Lipidios: Determinado por extracdo intermitente da fracdo lipidica, pelo método
Soxhlet, Segundo 0 método no 922.06 da AOAC (1997).

e Proteinas: Determinadas a partir do nitrogénio total contido na amostra pelo método
Kjeldahl, de acordo com o método 920.152 da AOAC (2002).

e Carboidratos: Determinados por diferenga. De acordo com Brasil (2003).
4.1.3 Reagentes e equipamentos

Para a formacdo do equilibrio liquido-liquido foram utilizados PEG 1500 (Synth,
99%), Na,SO, (Synth, 99%) &gua destilada. Os ajustes de pH foram feitos com acido
fosforico (Dindmica, 98%) e bicarbonato de sodio (Nuclear, 99%). Estes foram manuseados
com o uso de balanga analitica (Quimis, Q500L210C- 1mg) e banho termostatico (B. Braun
Biotech International, Thermomix BM), medidor de bancada multipardmetro com eletrodo
para condutividade (Hanna HI763400), manta aquecedora (Quimis, Q-321A24), células em
vidro encamisadas (volume 20 mL), seringas, agulhas, tubos de ensaio e agitador magnético
vortex (QL-901), bomba a vécuo (Prismatec 131 ¥ CV) e Espectrofotdmetro UV-VIS
(Fharmacia biotech-Ultrospec 2000).

4.2 METODOS

O ponto de partida deste trabalho consistiu em estudar o sistema de duas fases aquosas
contituido por PEG 1500+Na,SO4+agua, nas temperaturas de 25 e 45 °C (sistemas em
branco). Posteriormente, foi realizada a particdo das antocianinas da casca dos frutos de
camu-camu, entre as fases destes sistemas. A composic¢ao centesimal das cascas dos frutos de
camu-camu foi realizada. E descrita também a metodologia utilizada para avaliar os efeitos do
tempo sobre a particdo de antocianinas de casca do fruto de camu-camu nos sistemas de duas
fases aquosas, constituidos por PEG 1500+ Na,SO,+ agua. Em seguida, é exibida
determinacédo do ponto onde ocorreu a maior quantificagdo de antocianinas na FS do sistema e
a partir deste ponto foi realizada as quantificacdes de vitamina C, compostos fendlicos totais

no ponto de maior concentracdo de antocianinas na FS.
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4.2.1 Determinacdo de dados de equilibrio (sistemas em branco)

Os dados de equilibrio foram determinados conforme o Fluxograma 02.

Preparo da solucdes

A

Curva binodal

O
Calibracéo
U
Tie-lines
24
CLA/ILA

Ve ,
Othmer e thobias /
Hand

Fluxograma 02. Construcao dos sistemas aquoso bifasico SAB

4.2.1.1 Preparo das solucdes estoque

Inicialmente foram preparadas solucdes estoque de PEG 1500 na contracdo 60%
(massa/massa) e de Na,SO, na concentracdo 20% (massa/massa). As solucdes foram

preparadas com auxilio de manta aquecedora, até que houvesse a completa solubilizacéo.

4.2.1.2 Curva Binodal

As curvas binodais (curvas de solubilidade) dos sistemas PEG 1500+Na,SO,+agua,
nas temperaturas de 25 e 45 °C foram construidas através do método de titulacdo
turbidimétrica. Este método consiste, na titulacdo de uma solucdo estoque de PEG a uma
solucdo estoque de sal, até que a mistura final das solugfes tornem-se turvas, este
procedimento foi repetido até a obtencdo de pontos para a construgdo das curvas binodais,
onde, a partir das diferentes fracdes massicas obtidas, foram construidas as curvas binodais
dos dois sistemas. Estes procedimentos foram realizados em células encamisadas (em vidro)

acopladas a um banho termostéatico, nas temperaturas de 25 e 45 °C. Em seguida cada curva
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foi correlacionada em duas equacdes, uma referente a fase superior (rica em PEG, Equacéo
04) e outra para fase inferior (rica em sal, Equacéo 05).
W = f(W3) (04)

Wy = f(W7) (05)

4.2.1.3 Curva de calibracao

Para a construgdo das curvas de calibracdo, foram selecionados pontos de mistura
sobre as curvas binodais, em seguida foram reproduzidas as solu¢bes em concentragdes
conhecidas e posteriormente realizadas medidas de condutividade. Os dados obtidos foram
correlacionados usando a equacdo (Equacdo 06), de modo a obter-se um coeficiente de

correlagdo (R?), préximo & unidade.
CONDUTIVIDADE = f(W,, W,) (06)

4.2.1.4 Linhas de amarracéo (Tie-lines)

As linhas de amarracdo foram obtidas com o preparo de solugbes com composicdes
globais dentro da curva binodal (regido bifasica). Dessa forma, os componentes requeridos
foram pesados, (em tubos de ensaio), homogeneizados em vortex por 1 minuto e em seguida
foram mantidos em repouso (submersos no banho termoestatico), durante 24 horas nas
temperaturas de cada sistema, tempo mais que suficiente para atingirem o equilibrio de fases.

Apo6s alcancarem o equilibrio termodinamico, amostras de ambas as fases, foram
coletadas (com os tubos ainda submersos no banho) e os componentes do sistema foram
quantificados utilizando a metodologia do método indireto, que consiste na quantificacdo dos
componentes em cada fase, com a resolucdo de um sistema de 3 equacdes, equacgédo da curva
binodal (equacdes 04-05), equacdo de calibracdo (equacdo 06) e a equacdo de balanco de
massa dada pela equacéo 07.

wy+w, +wy =1 (07)

Comprimento das linhas de amarragdo (CLA) e inclinagcdo das linhas de amarragao
(ILA) de acordo com as Equacdes 01 e 02, respectivamente.

A correlacdo de OTHMER-TOBIAS (Equacdo 08) e HAND (Equacdo 09) foram
utilizadas para testar a validade dos dados experimentais dos sistemas estudados, de modo a
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medir a confiabilidade dos dados obtidos experimentalmente. A linearidade destas correlacfes

indica o quanto os dados estdo bons.

1—w} 1—wl
In s |=A+B.Iln 7 (08)
Wy W,

w wy
In - =A+B.ln -7 (09)
Wy w;

Onde w; corresponde a fracdo massica de PEG, w, a fracdo massica de sal, e w; a

fracdo massica de agua; e os sobrescritos S e | representam 0s pontos na fase superior e a fase
inferior, respectivamente.

4.2.2 Estudo da particdo das antocianinas da casca de camu-camu

Os valores de pH utilizados na particdo foram de (2 e 4,5), estes valores foram
adotados com base em estudos realizados por (WU et al., 2014). As temperaturas dos sistemas
(25 e 45 °C) e 0 tempo de estabilidade das antocianinas foram avaliados experimentalmente.

Os ensaios foram realizados de acordo com o fluxograma 03, para cada sistema em
branco foi avaliado o efeito da concentragdo dos componentes dos sistemas sobre a particdo
das antocianinas, com controle de temperatura (25 °C) ao abrigo da luz. Para avaliar tal efeito,
foram reproduzidas as 4 linhas de amarracdo no pH 3,25 (pH médio). Em cada linha de
amarragédo dos sistemas em branco foram adicionados 3 gramas de casca do fruto, e foram
mantidas sob extracdo/agitacdo por 3 minutos em vortex. Posteriormente, este material foi
filtrado sob vacuo, e deixados em repouso até os sistemas entrarem em equilibrio (particéo).
Apds atingirem o equilibrio, as fases superiores e inferiores foram coletadas e em seguida
realizadas analises de antocianinas totais, de acordo com o método do pH diferencial descrito
por Fuleki e Francis (1968).

Com base nestes resultados foi verificada a melhor linha de amarracdo LE 1 (aquela
onde houvesse maior concentracdo de antocianinas em uma das fases do sistema), e apos foi

realizado testes em relagdo ao tempo de analises (estabilidade).
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Fluxograma 03. Ensaios de extracdo, particdo e escolha da linha de estudo para extragdo e

particdo das antocianinas, vitamina C, compostos fendlicos totais via SAB.

4.2.2.1 Estabilidade das antocianinas da casca do camu-camu nos sistemas, em relacdo ao
tempo.

Para determinacdo da estabilidade foram realizados ensaios de particdo das
antocianinas da casca de camu-camu, utilizando a melhor linha de amarracdo (Linha de
estudo LE 1), para avaliar a taxa de conservacdo de antocianinas atraves da quantificacdo de
antocianinas totais em relagdo aos tempos de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 min.

Estes ensaios consistiram na preparacdo da LE 1, em seguida dos tubos foram
mantidos em repouso sob o abrigo de luz, na temperatura de 25 °C, até que ocorresse a
separacdo das fases. Sequencialmente, foram coletadas as fases superiores e inferiores dos

tubos e apds cada tempo preestabelecido foram realizadas a quantificagdo das antocianinas
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totais, de acordo com o método do pH diferencial descrito por Fuleki e Francis (1968)
conforme descrito com item 4.2.3.1.
Diante da definicdo da degradacdo das antocianinas no sistema em relacdo ao tempo,

foi analisado o melhor tempo de extracdo para diferentes pH’s e temperaturas dos sistemas.

4.2.2.2 Avaliacdo dos efeitos tempo, pH e temperatura sobre a particdo das antocianinas

presentes na casca de camu-camu

Ap0s a determinacdo da LE 1, os demais ensaios foram realizados de acordo com a
composi¢do da mesma, pois nesta as antocianinas foram mais estaveis na FS.

A metodologia de extracdo/particdo empregada, foi realizada de acordo com Wu et al.
(2014) com algumas modificaces. Foi utilizada uma propor¢cdo 1:5 (m/m) em relacdo a
guantidade de casca do fruto utilizado a massa do sistema. Os frutos de camu-camu foram
descascados manualmente, em seguida maceradas, 3 gramas das cascas foram adicionadas a
15 gramas de sistemas, que foram agitados com auxilio de vértex por 3 minutos, apds a
agitacdo os mesmos foram filtrados sob vacuo (para retirada da casca), e em seguida 0s
mesmos foram deixados as abrigo da luz em suas respectivas temperaturas. As parti¢coes

foram realizadas em triplicata de acordo com a tabela 03.

Tabela 03. Ensaios das parti¢Oes das antocianinas da casca do camu-camu via SAB

Variaveis
Experimentos T (°C) pH t (minutos)
1 o5 2 70
5 45 2 70
3 o5 45 70
4 45 45 70
5 o5 2 240
6 45 2 240
. o5 45 240
8 45 4,5 240

Foram preparadas solugdes com as fracdes méassicas correspondentes a cada fase, o pH

dos pontos foram corrigidos com &cido fosférico para o pH 2 e com solucéo de Bicarbonato
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de sodio 10 %, para pH 4,5. As medic¢des do pH das linhas foram medidas em pHmetro. Os
sistemas foram pesados em tubos de ensaio, em seguida adicionados a casca do camu-camu.
Apds, foram homogeneizados por 3 minutos, em Vortex Mixer (Kylin-Bell, modelo QL-901),
filtrados sob vacuo, os tubos foram colocados ao abrigo de luz em banho termostatico de
acordo com a temperatura utilizada e o tempo estabelecido, para se avaliar as diferentes
particGes das antocianinas da casca do camu-camu via SAB.

Apds o tempo de particdo foram coletadas as fases superiores e inferiores de ambas as
fases e nestas foram realizadas andlises de antocianinas totais pelo método de pH diferencial
descrito por Fuleki e Francis (1968). Com base nos resultados de antocianinas totais foi
determinado a Linha de estudo 2 (LE 2), para os ensaios de parti¢cdo das antocianinas da casca

do camu-camu via SAB, descritos na tabela 3.
4.2.3 Particao

Foi realizado o célculo do coeficiente de particdo das antocianinas presentes na casca
do camu-camu, de acordo a razdo das concentracdes de antocianinas nas fases superiores e
inferiores, respectivamente para todos os ensaios realizados.

Sendo que, foram realizadas as analises dos demais compostos abordados, tais como:
Vitamina C, Compostos fenolicos totais na LE 2, experimento onde houve a maior
concentracdo de antocianinas na FS, conforme as condicdes estabelecidas na tabela 3.

Para verificar a existéncia de diferenca significativa entre as extracBGes, as médias
foram submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, com auxilio de softwares.

4.2.3.1 Antocianinas Totais

A quantificacdo de antocianinas totais foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico do pH diferencial, que utiliza solu¢des tampdes pH 1,0 e 4,5, conforme
descrito por Fuleki e Francis (1968).

Uma aliquota de amostra foi pipetada para 2 tubos de ensaio e, em seguida, foi
adicionado 10 mL de solugdo tampéo pH 1,0 (HCI/KCI) ao primeiro tubo e 10 mL de tampéao
pH 4,5 (HCI/CH3COONa) ao segundo tubo. A mistura foi homogeneizada em vortex. A
absorbancia das solucGes foi determinada em espectrofotdmetro, em comprimentos de onda
de 510 e 700 nm, utilizando agua destilada como branco. Para o calculo das antocianinas

totais foi utilizada a Equacéo 10.
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C (mg/L) = [(Ab3510nm - AbS700nm)pH1,0 - (AbS510nm - AbS7oonm)pH4,5]X MM x FD x 1000 (10)
AM

Onde C ¢ igual a concentracdo de antocianinas presentes na amostra e a diferenca dos
valores de absorbancia em pH 1,0 e 4,5 é diretamente proporcional a concentracdo de
antocianinas. O célculo foi baseado em cianidina-3-glucosideo, antocianina predominante nas
amostras de camu-camu (ZANATTA et al., 2005), com massa molecular (MM) de 449,2
g/mol e absortividade molar de 26.900 L/mol/cm (AM). Para o célculo do fator de diluicdo
(FD) dividiu-se o volume final da solucéo, apos a adi¢do do tampéo, pelo volume da aliquota

de amostra utilizada.

4.2.3.2 Quantificacdo de vitamina C

Foi quantificada de acordo com o método titulométrico n° 43.065 da AOAC (1984),
modificado por Benassi (1990), que se baseia na oxidacdo do &cido ascorbico a &cido
deidroascorbico. O ensaio utiliza o 2,6-dicloro-fenol-indofenol (DCFI), conhecido como
reativo de Tillmans, que é reduzido pela solucdo acida do &cido ascérbico. Os resultados

foram expressos em g/100 g.

4.2.3.3 Compostos Fenolicos Totais

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado pelo método descrito por
Singleton e Rossi (1965) e modificado por Georgé et al. (2005), que se baseia na reacdo com
o reagente de Folin-Ciocalteau. Este método baseia-se na reducdo dos &cidos
fosfomolibdénico (HsPMo01,040) e fosfotungistico (HsPW12040), presentes no reagente de
Folin-Ciocalteau, a oxido de tungsténio (WsO,3) e Oxido de molibdénio (MogOy3), pelos
compostos fendlicos em meio alcalino, produzindo um complexo de coloragao azul. Segundo
Naczk e Shahidi (2004), além dos compostos fendlicos, o reagente Folin-Ciocalteau também é
capaz de reduzir substancias como o acido ascérbico, aculcares e alguns aminoacidos. Dessa
forma, esses compostos atuam como interferentes nos resultados.

A extracdo dos compostos fendlicos na FS do sistema aquoso bifasico item 4.2.2.2 foi
realizada no melhor ponto de concentragcdo das antocianinas na FS, onde esta foi coletada, e

em seguida solubilizada com solucdo aquosa de acetona 70% (v/v). A mistura foi agitada (na
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auséncia de luz). O extrato obtido foi filtrado e, posteriormente, diluido em agua destilada a
fim de corrigir a concentracdo de acetona para 7%, obtendo-se o extrato bruto.

Para a remocdo de compostos interferentes na andlise, uma aliquota de 2 mL do
extrato bruto foi eluida em um cartucho de separacdo OASIS® HLB 3cc (Waters Corporation,
EUA), previamente ativado com metanol puro e agua destilada. Os compostos fendlicos
foram absorvidos na coluna e o extrato composto somente por substancias redutoras (&cido
ascorbico e/ou acuUcares redutores) foram eluidos por meio da passagem de duas aliquotas de
2 mL de agua destilada. Os filtrados foram recolhidos em uma proveta e homogeneizados,
resultando no extrato lavado.

Uma aliquota de 0,5 mL dos diferentes extratos (bruto e lavado) foi submetida a
reacdo com 2,5 mL de Folin-Ciocalteau e, ap6s 2 minutos de repouso em temperatura
ambiente, foram adicionados 2,0 mL de solugdo aquosa de carbonato de sodio (Na,CO3) 7,5%
(m/v). Apbs 60 minutos de reacdo foi realizada a quantificacdo. Para o branco, a aliquota de
extrato foi substituida pela mesma quantidade de acetona 7%. A quantificacdo foi feita por
leitura espectrofotométrica a 760 nm. Acido galico foi utilizado para obtencdo da curva
padrdo. O teor de compostos fendlicos totais, expresso em mg de acido galico equivalente/100
g, foi calculado pela diferenca entre os valores obtidos para o extrato bruto e para o extrato

lavado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS CASCAS DO CAMU-CAMU

Na Tabela 04 estdo reportadas a composicao centesimal da casca do camu-camu. Os
valores de umidade, cinzas se assemelham aos encontrados por (SOUZA, 2014) para a casca
do camu-camu onde a pesquisa encontrou valores de umidade entre 82 e 86% e de cinzas
entre 1,46 e 2,05 %.

Tabela 04. Composicao centesimal da casca do camu-camu

Constituinte Casca do camu-camu
Umidade (%) 85,35+ 0,33
Cinzas (%) 1,92 £ 0,07
Lipideos (%) 9,08 £0,35
Proteinas (%) 0,55+ 0,26
Carboidratos (%) 3,09 £0,01

5.1 CURVA BINODAL

A Figura 09 representa as curvas binodais, nestes diagramas compostos por PEG 1500
+ Na,SO, + dgua nas temperaturas de 25 e 45 °C tem-se duas regides, as quais demarcam as
regibes em que os sistemas deixam de ser monofasicos e passam a ser bifasicos. Composicoes
localizadas na regido abaixo das curvas formam sistemas homogéneos, enquanto que na
regido acima, formam sistemas com duas fases (regido de separacdo). Vale ressaltar que, 0s
componentes presentes em maiores quantidades nas fases inferior e superior sdo representados
no eixo das abscissas e das ordenadas, respectivamente, As composi¢cdes de equilibrio dos
sistemas estdo apresentadas nos anexos | e Il expressos em fragdo massica (m/m).

A partir da analise dos dados das curvas binodais, foi possivel verificar que
praticamente ndo ocorreu variagdo entre as curvas binodais (Figura 09) entre as duas
temperaturas, na regido bifasica e monofasica, uma vez que as mesmas se encontram
praticamente sobrepostas, segundo Barbosa (2013), este fato indica que ha uma variacéo
insignificante da capacidade calorifica das fases e, consequentemente, baixa variacdo de

entalpia associada ao processo de separacéo.
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Figura 09. Curvas binodais do sistema PEG 1500 + sulfato de sddio + agua a 25 °C (e) e
45 °C (»)

Os dados da curva binodal foram correlacionados por equagdes, e para melhorar 0s
ajustes, estes dados foram separados em duas regides, uma rica em PEG e outra em Sal. Esta
divisdo permitiu ajustar duas equacdes que demonstrassem 0 comportamento das curvas
binodais (Equacdes 10 e 11) para as partes das curvas ricas em PEG e Sal, na temperatura de
25 °C. Para temperatura de 45 °C as partes das curvas ricas em PEG e Sal foram ajustadas
(Equacbes 12 e 13). Os parametros das equacOes usados para reproduzir os dados, se
encontram representados na Tabela 05. As Equacdes das curvas binodais foram utilizadas

posteriormente, para o calculo das composicdes das fases no sistema.

wy = A+ B.w5 + C.(w5)?+D.(w5)3 + E. (wH)* (10)

wh = A+ B.wj) + C.(wi)? +D. (w})3 (11)

w; = A+ B.w5 + C.(w5)? 4+ D.(w3)3 + E. (w)* (12)
wl =A+B.w] +C.(w})?+D.(w])3 +E.(w])* (13)
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Onde w; corresponde as fragdes massicas de PEG, w, a fragdes massicas de Sal, e 0s

sobre-escritos S e | superior e inferior, respectivamente.

Tabela 05. Parametros A, B, C e D e os coeficientes de determinagdo (R?) obtidos para as
equacdes das curvas binodais dos sistemas PEG 1500 + sulfato de sédio + &gua a 25 e 45 °C

B Parametros
Equacoes 5 c 5 = =
01 0,7161 -30,7902  936,8361  14914,2607 89786,9101 0,9991
02 0,4766 -6,0764 23,3429 -23,7263 - 0,9982
03 0,7318  -30,6867 897,2352  -13873,7771  80947,1607  0,9983
04 0,4665 -4,7664  -11,2366 247,9712 -652,5901 0,9993

5.2 CURVAS DE CALIBRACAO

Os dados da curva de calibracdo séo apresentados na tabela 06, que mostra as fracfes
massicas de cada componente do sistema, médias dos valores de condutividade e seus
respectivos coeficientes de variacdo nas temperaturas de 25 e 45 °C, para cada sistema
estudado.

As curvas de calibragdo foram construidas a partir dos resultados de condutividade das
misturas em funcdo das fracGes massicas de cada componente (tabela 06), na Figura 10 e
Equacdes 14 e 15 respectivamente, se encontram representados as curvas de calibragéo, assim
como os polindmios utilizados para reproduzir os dados das curvas nas temperaturas de 25 e
45 °C.

As correlagdes dos dados apresentaram coeficientes de determinacdo R? 0,9999, para o
sistema PEG 1500 + sulfato de sodio + agua a 25 °C, R2? 0,9998 para o sistema PEG 1500 +
sulfato de sodio + agua a 45°C, os parametros obtidos nos ajustes foram posteriormente

utilizados para as quantifica¢6es das fases em equilibrio.
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Tabela 06. Dados das curvas de calibracao dos sistemas compostos por PEG 1500 (1) + sulfato de sddio (2) + dgua (3) a 25 e 45 °C.

Pontos Wi Wo W3 Con(ﬂg’;::\g(;ade CV (%)*  Pontos W W5 W3 Con(ﬁg’;::\;igade CV (%)*
25°C! 45 °C?
1 0,5839 0,0054 0,4107 337 0,38 1 0,5806 0,0065 0,4130 400 0,28
2 0,4712 0,0109 0,5179 626 0,24 2 0,4672 0,0119 0,5208 672 0,17
3 0,3874 0,0182 0,5944 994 0,23 3 0,3618 0,0225 0,6157 1230 0,36
4 0,2873 0,0334 0,6794 1722 0,34 4 0,2645 0,0383 0,6971 1977 0,11
5 0,1911 0,0578 0,7511 2874 0,13 5} 0,1595 0,0656 0,7749 3257 0,18
6 0,1391 0,0763 0,7845 3727 0,31 6 0,1121  0,0808 0,8071 4057 0,34
7 0,0912 0,0955 0,8133 4657 0,39 7 0,0667 0,0972 0,8361 4717 0,32
8 0,0258 0,1325 0,8417 6297 0,09 8 0,0269 0,1184 0,8547 5707 0,20
9 0,0069 0,1569 0,8362 7557 0,08 9 0,0121 0,1340 0,8539 6453 0,24
10 0,0043 0,1797 0,8159 8697 0,15 10 0,0045 0,1560 0,8395 7577 0,15
11 0,0025 0,1992 0,7983 9700 0,12 11 0,0031 0,1993 0,7977 9587 0,16

*CV=coeficiente de variacdo

! Sistema composto por PEG 1500+Na,SO4+H,0 a25 °C
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CONDUTIVIDADE = — 1982,82765 + 67194,10205 . W, — 7016,69622 . (14)
W, — 43603,74341. W,* — 6313,04602 . W,>

CONDUTIVIDADE = — 2225,29659 + 74463,46595 . W, — 7041,65595 . (15)
W, — 76544,75297 . W,% —5758,19104 . W,?

5.3 LINHAS DE AMARRACAO (TIE-LINES)

Solugdes de composicgdes globais foram preparadas a partir de pontos escolhidos dento
das regides heterogéneas, delimitadas pelas curvas binodais dos sistemas compostos por PEG
1500+Na,SO4+H,0 nas temperaturas de 25 e 45 °C, foram preparados experimentalmente
para obtencdo de dados das linhas de amarracdo (Tie-lines), mostrados na Tabela 07,
juntamente com os dados de leituras de condutividade e seus respectivos coeficientes de
variagdo das fases superiores e inferiores coletadas em cada linha de amarragéo.

De posse dos resultados de condutividade para cada grupo de pontos, foram
substituidos nas (Equacdes 10 e 11 de calibracdo), e solucionados com o auxilio do software.
Os sistemas compostos pelas Equacges para o sistema composto por PEG 1500+Na,SO4+H,0
a 25 °C (Equacoes 07, 10, 14), para a fase superior, (Equacdo 07, 11, 14) para a fase inferior,
e para o sistema composto por PEG 1500+Na,SO4+H,0 a 45 °C (Equagdo 07, 12, 15), para a
fase superior, (Equacdo 07, 13, 15), resultando nas fracGes massicas de cada componente
presente nas fases coletadas, apresentadas na tabela 07, juntamente com as composicdes
globais e das fases superior e inferior do sistema para cada temperatura. Na Figura 11 estdo
reportados os diagramas de equilibrio e apresentadas na forma cartesiana (fragdes massicas).
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Tabela 07. Dados de equilibrio liquido-liquido do sistema PEG 1500 + sulfato de sodio + agua e condutividade (uc/cm) das Tie-lines, nas
temperaturas de a 25 e 45 °C

Composicédo Global Fase Superior Fase Inferior
Tie-lines W1 W» W3 Wy WS> W3 Cond. Cv* W1 W» W3 Cond. Cv*
(uc/cm) (Hc/em)
25 °C
1 0,062 0,1244 0,7694 03124 00287 06589 1486 017 00044 01610 08346 7737 0,13
2 0,1103 01429 07468 0,3458 00232 06310 1224 012 00009 0,1767 08224 8537 0,26
3 0,1144 0,612 07243 03834 00184 05982 1006 024 00011 01841 08148 8920 0,15
4 0,1185 0,797 07018 04201 00149 05650 884 017 00048 0,987 07965 9685 0,21
45°C
1 0,1062 01244 07694 0,3403 10,0228 10,6369 1208 916 00118 01532 08350 7477 013
2 0,1103 01429 07468 0,3907 00171 05922 1058 919 00044 01610 08346 8180 050
3 0,1144 01612 07243 04332 00135 05533 873 053 00008 01767 08225 8ge7 036
4

01185 0,1797 0,7018 04553 00119 05328 849 009 00044 01979 07977 9643  0:39

w;- fragdo massica de PEG; w, - fragdo massica de SAL; ws - fragdo massica de AGUA; *CV=coeficiente de variagio
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Figura 11. Tie-lines do diagrama de fases do sistema PEG 1500 + sulfato de sodio + &gua a 25

(A) e 45 (B) °C.

Para assegurar a confiabilidade dos dados obtidos, foram realizadas correlagdes

empiricas para as linhas de amarragdo obtidas através do método de Othmer & Tobias e Hand.

Os parametros e coeficientes de determinacdo das mesmas estdo apresentados na tabela 07.

Pode-se observar na Figura 12 e nos coeficientes de determinacdo (tabela 08), que a

linearidade indica boa qualidade dos dados, mostrando serem confiaveis.

Tabela 08. Parametros e coeficientes de determinacdo das equagOes de Othmer & Tobias e
Hand para os sistemas composto por PEG 1500 + sulfato de sodio + agua a 25 e 45 °C.

Correlagéo A B R’
Temperatura 25 °C

Othmer & Tobias -2,2081 1,8109 0,9916

Hand -2,0950 1,7195 0,9881
Temperatura 45 °C

Othmer & Tobias -2,2645 1,6676 0,9703

Hand -2,2531 1,6489 0,9771
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Figura 12. Graficos de Othmer & Tobias e Hand para os sistemas compostos por PEG

1500 + sulfato de sodio + agua a 25 e 45 °C.

Na Tabela 09 sdo mostrados, os valores das inclina¢fes das linhas de amarragdo nas

temperaturas de 25 e 45 °C. Foi observado que o0 aumento na temperatura aumentou o

comprimento da linha das linhas de amarrag&o. A inclinagdo das linhas de amarragéo (ILA)

mede como as composicdes das fases podem variar, com alteracdo de uma propriedade fisico

quimica, como a temperatura e a massa molar (BARBOSA, 2013).
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Tabela 09. Inclinacdo das linhas de amarracdo (ILA) para o sistema composto por PEG
1500 + sulfato de sddio + agua a 25 e 45 °C

Inclinacéo das Tie-Lines

Método 1 2 3 a
ILA 25 °C -2,3280 -2,2469 -2,3072 -2,2595
ILA 45 °C -2,5192 -2,6845 -2,6495 -2,4242

Outra caracteristica importante € o comprimento da linha de amarracdo (CLA), é um
parametro que pode ser utilizado para comparagdes entre os sistemas aquosos bifasicos, 0s
(CLA) foram calculados em funcgéo das diferencas de concentragdo dos componentes em cada
fase, tabela 10. Com o aumento do CLA temos um aumento nas diferencas entre a fase
superior e inferior, em termos de propriedades intensivas (BRITO, 2007). Foi observado um
aumento nas ILA para todas as linhas de amarra¢do com o aumento da temperatura.

Comportamento semelhante foi observado por BARBOSA, et al., 2013 para sistema
composto por PEG 1500 + sulfato de sodio + dgua a 30 e 40 °C, onde o CLA e ILA também

aumentaram com a elevacdo da temperatura.

Tabela 10. Comprimento das linhas de amarracdo (CLA) para o sistema composto por
PEG 1500 + sulfato de sodio + agua a 25 e 45 °C.

Comprimento das Tie-Lines

Meétodo 1 2 3 4
CLA 25°C 0,3352 0,3775 0,4167 0,4542
CLA45°C 0,3534 0,4122 0,4622 0,4878

5.4 ESTUDO DA PARTICAO DAS ANTOCIANINAS DA CASCA DE CAMU-CAMU

Neste item é mostrada a escolha da melhor linha de amarracéo (LE 1), para realizacéo
do presente trabalho, ap06s a determinacdo foi verificado a estabilidade da mesma em relacéo
ao tempo, para sucessivamente a realizagéo da determinacdo do melhor ponto de particéo e

concentracdo das antocianinas presentes na casca do camu-camu.
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5.4.1 Estabilidade das antocianinas da casca do camu-camu em relagdo as linhas de
amarragao

Primeiramente foram realizadas particbes para determinacdo da melhor linha de
amarracgéo (LE 1), as particdes foram realizadas na temperatura de 25 °C, no pH de 3,25 (pH
médio). A temperatura foi escolhida por ser a menor temperatura desta pesquisa, para
composicao dos sistemas e o pH por ser o pH medio entre as variacbes abordadas neste
trabalho (pH 2,0-4,5).

Na Figura 13, pode-se observar que a linha de amarracao (tie-line 1) apresentou maior
estabilidade das antocianinas na fase superior (FS), desta forma foi estabelecido que esta era a
LE 1, e foi a linha que apresentou 0 menor CLA e maior ILA, no sistema a 25 °C. De acordo
com o teste de tukey (5% de significancia), houve diferenca significativa entre a LE 1 em
relacdo as demais linhas estudadas. Resultado semelhante foi encontrado por (MAGESTE et
al., 2009) ao estudar a particdo do corante carmin, por sistemas compostos por PEG 1500 e
sulfato de litio e por (BARBOSA, 2013), ao estudar a particdo de antocianinas do jameldo por
sistema composto por PEG 1500 e sulfato de sddio, onde as concentra¢cdes dos compostos de

interesse se concentraram na fase superior.

50.00
40.00

30.00

(mg/100g)

20.00

10.00

Conc. Antocianinas FS

0.00

Linhas de amarragao

ml m2 m3 4

Letras minusculas e iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
significancia (a=0,05).

Figura 13. Efeito das linhas de amarracdo na particdo das antocianinas presentes na casca
do camu-camu.

Na Figura 14 pode ser observado o comportamento das antocianinas da casca do

camu-camu no sistema nas diferentes tie-lines.
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Figura 14. Efeito do comportamento das antocianinas da casca do camu-camu nas
diferentes linhas de amarracéo.

5.4.2 Estabilidade das antocianinas da casca do camu-camu nos sistemas em relacdo ao

tempo

O teste de estabilidade foi realizado na Linha 1 (LE 1), linha que apresentou maior
concentracdo das antocianinas na fase superior. A figura 15 mostra a estabilidade das
antocianinas em relacdo concentracdo de antocianinas na fase superior e no coeficiente de

particdo, em diferentes tempos.
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Letras mindsculas e iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia
(0=0,05).

Figura 15. Efeito do tempo na linha de amarracdo 1 (LE 1) na concentracdo de antocianinas na fase
superior e na particdo das antocianinas presentes na casca do camu-camu.

49



Verifica-se que ndo houve diferenca significativa na concentracdo de antocianinas na
fase superior, de acordo com o teste de tukey, em relacdo aos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos,
somente nos tempos de 180 e 240 minutos, que ocorreu diferenca significativa, em relacédo a
degradacéo das antocianinas, na fase superior.

Observa-se que em relagédo ao coeficiente de particdo, houve diferenca significativa de
acordo com o teste de tukey, em relacdo aos tempos 0, 30 e 60 minutos, ap6s o tempo 120
minutos foi observado que o coeficiente de particdo ndo apresentou diferenca significativa em
relacéo aos demais tempos.

Como nédo houve diferenca significativa entre os primeiros tempos em relacdo a
concentracdo de antocianinas na fase superior o0 menor tempo para particdo para o estudo foi
de 70 minutos e o maior tempo foi o tempo 240 onde ocorreu uma maior degradacdo das

antocianinas.

5.4.3 Avaliacao dos efeitos tempo, pH e temperatura sobre a particdo das antocianinas

presentes na casca de camu-camu

Os resultados das oito extracdes feitas variando pH, tempo e temperatura, de acordo

com a Tabela 3, séo apresentados nas Figuras 16 e 17, e Tabela 11.

Tabela 11. Quantificacdo das antocianinas na FS e coeficiente de particdo K dos ensaios das
particGes das antocianinas da casca do camu-camu via SAB

Ensaio T (°C) pH t(min) [Ant (mg/100g)] FS K
1 25 2 70 26,73+0,37° 1,45+0,08°
2 45 2 70 40,85+0,11° 6,10+0,01
3 25 4,5 70 41,67+0,07° 4,37+0,11°
4 45 4,5 70 32,68+1,51" 7,63+0,61°
5 25 2 240 18,91+0,78° 2,004,011
6 45 2 240 36,96+1,06" 6,05+0,01°
7 25 4,5 240 57,25+0,09° 5,49+0,79
8 45 4,5 240 42,82+0,86° 13,41+1,58°

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas, na mesma coluna, ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia (0=0,05).

Observou-se que as concentra¢Bes das antocianinas extraidas e particionadas da casca
do camu-camu via SAB, em relacdo as diferentes temperaturas, ocorreu um aumento na

concentracdo de antocianinas destes ensaios realizados no pH 2 (Ensaios 1, 2, 5 e 6), tabela
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10. Ja para os ensaios realizados a pH 4,5 (Ensaios 3, 4, 7 e 8), foi observado um
comportamento inverso, uma diminui¢do na concentragdo das antocianinas na fase superior
com o aumento da temperatura. O que também pode ser observado na Figura 16 A.

De acordo com o teste de tukey pode-se observar que o ensaio 7, realizado na
temperatura de 25 °C, ofereceu maior concentracdo das antocianinas na fase superior e 0
mesmo apresentou diferenca significativa em relacéo a todos os demais ensaios.

Em relacdo ao coeficiente de particdo, em analogia a temperatura, tabela 10, foi
possivel observar que houve um aumento no coeficiente de particdo para todos 0s ensaios
com o aumento da temperatura. O ensaio que apresentou maior coeficiente de parti¢do foi o
ensaio 8, no entanto 0 mesmo ndo apresentou maior concentracao na fase superior, como pode
ser observado na Figura 17 A.

Atraves da quantificacdo da concentragdo das antocianinas na fase superior, Figura 16
B, foi possivel observar que para todos os ensaios no pH 2 (Ensaios 1, 2 ,5 e 6) e no pH 4,5
(3, 4, 7 e 8), houve diferenca significativa entre todos 0s ensaios entre si.

Na Figura 16 B, em relacdo aos ensaios realizados em diferentes pH’s, foi observado
gue ocorreu um aumento na concentragdo das antocianinas na fase superior para quase todos
0s testes com a elevacdo do pH de 2 para 4,5, exceto para os ensaios realizados na
temperatura 308,15 K (45 °C) e 70 minutos, pois neste tempo houve reducdo na concentracdo
de antocianinas com a elevac¢do do pH (Ensaios 2 e 4).

Apesar do ensaio 7 apresentar um pH menos acido, mostrou-se mais eficiente para o
processo de extragdo, apresentando maior concentracdo de antocianinas na fase superior. O
aumento na concentracdo de antocianinas na FS quando o pH é alterado de 2 para 4,5 também
foi observado por Wu et al., 2011, onde o melhor pH para concentracdo de antocianinas da
amoreira na FS por SAB, também foi 0 4,5. Na Figura 17 B, observa-se que a elevacéo do pH
de 2 para 4,5 provocou um acréscimo no coeficiente de particdo para todos os ensaios.

A concentracdo das antocianinas na fase superior em relagdo ao tempo, Figura 16 C,
apresentou um decréscimo na concentracdo das antocianinas na FS para os diferentes tempos
de particdo quando o pH dos ensaios foram iguais a 2, ensaios (1 € 5) e (2 e 7), jA nos pH’s 4,5
ocorreu uma elevacao na concentracdo de antocianinas com o aumento do tempo de particdo
ensaios (3e7) e (4 e 8).

51



70 - il A
60 - H pH=2; tempo 70

e
min
50 -
a pH=4,5; tempo
40 - b 70 min
30 - d H pH=2; tempo
C 240 min
20 -
3 M pH=4,5; tempo
10 - s 240 min
0 T
25°C

Concentragao de Antocianinas
mg/100g

45 °C
Temperatura

70 #
©
£ 60 B e
g BT 298,15 Ktempo
8 50 A 70 min
C o a
=) a a
g 3 40 - b T30§,15 K tempo
o b 70 min
S E 5y
g d T 298,15 K tempo
: .
§ 20 C 240 min
S B T 308,15 K tempo

10 - 2 4 240 min

0 T

2 4,5
pH
w 70 -
8 ¥
£
§ 0 C b
3
R . mT298,15K;
o © pH 2
= 40 -

E = T 298,15 K;
R pH 4,5
= mT308,15K;
g 20 - pH 2
§ mT308,15K;

10 - 3 pH 4,5

0

70 240

tempo (Minutos)

Letras minusculas e iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
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Figura 16. Influéncia de temperatura (A), pH (B) e tempo na concentragdo de

antocianinas (C) na fase superior extraidas da casca do camu-camu via SAB
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Letras minusculas e iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
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Figura 17. Influéncia de temperatura (A), pH (B) e tempo no coeficiente de particdo (K)
das antocianinas (C) da casca do camu-camu via SAB
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O coeficiente de particdo em relacdo ao tempo dos ensaios, Figura 17 C, apresentou
aumento para todos os ensaios com a elevacdo do tempo de particdo de 70 para 240 minutos.
Apds a determinacdo do melhor ensaio (ensaio 7) LE 2, este foi reproduzido para posteriores

analises de Vitamina C e Compostos fendlicos totais.
5.4.3.1 Quantificacdo de vitamina C

Foi realizada a quantificacdo de Vitamina C nas duas fases do sistema do LE 2, tabela
12, e foi observado que a vitamina C se concentrou na Fl, o que evidéncia a particdo das
antocianinas presentes na FS uma vez que a mesma é um dos fatores que podem afetar a
estabilidade das antocianinas (FENNEMA, 2010).

Tabela 12. Quantificagdo de vitamina C na FS, FI e coeficiente de particdo LE 2, da
casca do camu-camu via SAB

LE 2 Vitamina C (g/100g) K
FS 0,7765+1,19

0,60+0,055
Fl 1,2659+3,34

Diante dos resultados foi possivel observar que o SAB, ¢é eficiente para concentracdo
de antocianinas na fase superior e a concentracdo da vitamina C na Fl, o que é de grande
importancia uma vez a vitamina C acelera o processo de degradagé@o das antocianinas. Logo o
SAB se mostra como uma proposta de purificacdo de antocianinas na FS com uma maior

estabilidade, devido a este resultados encontrados nesta pesquisa.
5.4.3.2 Compostos fendlicos totais

Na Tabela 13, sdo apresentados os teores de compostos fendlicos totais (mg
AGE/100g) na LE 2 (Ensaio 7).
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Tabela 13. Quantificacdo de Compostos fenolicos totais na LE 2, na particdo casca do
camu-camu via SAB

Compostos fendlicos totais (mg AGE/100g)

FS 125,97

O teor de compostos fendlicos totais da FS apresentou valor semelhante a um dos
genotipos estudados por (SOUZA, 2014), ao avaliar os compostos fendlicos totais da casca do
camu-camu, com valores de 585,57, 236,67 e 127,45 (mg AGE/100g) para trés diferentes
gendtipos, os resultados encontrados nesta pesquisa se assemelham a resultado encontrado
para o genotipo 44.

Devido aos resultados encontrados nesta pesquisa, 0 SAB se mostra como uma
alternativa de purificacdo de antocianinas, apds a purificacdo das antocianinas o polimero
pode ser eliminado do sistema conforme metodologia proposta por (JAMPANI, 2015) ou
ainda pode ser realizada a microencapsulacdo da FS do sistema, como proposto por Amin et
al. (2017), que encapsulou antocianinas com a utilizagdo de PEG 2000 e observou que com a
utilizacdo do PEG na microincapsulacdo, as antocianinas apresentaram um maior tempo de
estabilidade que as antocianinas que estavam em solucdo, segundo o autor em conclusao o

método apresentou significancia nos seus resultados.
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6 CONCLUSAO

Dados experimentais de equilibrio liquido-liquido dos sistemas aquosos bifésicos
compostos por PEG1500+sulfato de sodio+ agua, foram determinados nas temperaturas de 25
e 45°C, usando técnica turbidimétrica para a obtengéo da curva binodal, curva de calibragéo e
balangco de massa para determinacdo da composicdo das fases. Os ajustes das equacdes
empiricas de Othmer & Tobias e de Hand nos dados experimentais, apresentaram-se lineares,
tornando as respostas confiaveis.

Constatou-se que o efeito da temperatura sobre os sistemas ndo apresentou grandes
variagOes na regido biféasica. Os sistemas aquosos bifasicos podem ser uma alternativa para a
extracdo e particdo das antocianinas presentes na casca de camu-camu, uma vez que as
moléculas de antocianina particionam preferencialmente para fase superior, rica polimero.
observou-se que a linha de amarracdo LE 1 que apresenta a maior ILA e menor CLA foi a
linha de amarracdo que apresentou maior concentragdo de antocianinas na FS.

Através dos ensaios realizados constatou-se que o Ensaio 07 (com tempo de 240
minutos, pH 4,5 e temperatura de 25 °C) foi 0 ensaio que apresentou maior concentracdo de
antocianinas na FS do sistema, apresentando diferenca estatistica a todos os demais avaliados.

Foram realizadas andlise de compostos fendlicos totais na LE 2 e se observou que a FS
da mesma apresenta um elevado teor de compostos fendlicos totais e ainda que o contudo de
vitamina C também é particionado no sistema, onde este se concentra na Fl (Rica em sal), o
que evidéncia e enfatiza 0 método de extracdo e purificagdo via SAB, uma vez que a Vitamina

C se concentrou na Fl e as antocianinas na FS.
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ANEXOS

Anexo 01. Dados de equilibrio para curva bimodal a 25 °C

W pEG W sal W H20 W pEG W sal W H20
0,5839 0,0054 0,4108 0,1636 0,0671 0,7693
0,5451 0,0067 0,4482 0,1505 0,0720 0,7775
0,5034 0,0086 0,4879 0,1391 0,0763 0,7846
0,4711 0,0110 0,5180 0,1220 0,0830 0,7950
0,4363 0,0135 0,5502 0,1055 0,0896 0,8049
0,4109 0,0159 0,5732 0,0912 0,0955 0,8133
0,3874 0,0182 0,5944 0,0680 0,1056 0,8264
0,3644 0,0210 0,6146 0,0483 0,1151 0,8366
0,3485 0,0231 0,6283 0,0375 0,1219 0,8407
0,3231 0,0271 0,6498 0,0233 0,1325 0,8443
0,3031 0,0304 0,6665 0,0167 0,1398 0,8434
0,2873 0,0334 0,6794 0,0094 0,1500 0,8406
0,2674 0,0376 0,6949 0,0069 0,1569 0,8362
0,2487 0,0418 0,7095 0,0056 0,1620 0,8324
0,2329 0,0457 0,7213 0,0042 0,1707 0,8251
0,2138 0,0510 0,7352 0,0033 0,1797 0,8169
0,1911 0,0578 0,7511 0,0025 0,1992 0,7983

0,1783 0,0620 0,7597 - - -
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Anexo 02. Dados de equilibrio para curva bimodal a 45 °C

W pEG W sal W H20 W pEG W sal W H20
0,5806 0,0065 0,4130 0,1283 0,0755 0,7962
0,5359 0,0078 0,4563 0,1121 0,0808 0,8071
0,5107 0,0090 0,4803 0,0959 0,0863 0,8178
0,4909 0,0104 0,4987 0,0831 0,0908 0,8260
0,4672 0,0119 0,5208 0,0667 0,0972 0,8361
0,4341 0,0148 0,5511 0,0555 0,1020 0,8425
0,4079 0,0172 0,5749 0,0421 0,1085 0,8494
0,3831 0,0199 0,5970 0,0364 0,1120 0,8516
0,3618 0,0225 0,6157 0,0269 0,1184 0,8547
0,3393 0,0256 0,6351 0,0221 0,1231 0,8549
0,3123 0,0297 0,6580 0,0121 0,1340 0,8539
0,2826 0,0348 0,6826 0,0088 0,1434 0,8478
0,2645 0,0383 0,6971 0,0061 0,1495 0,8444
0,2489 0,0416 0,7095 0,0056 0,1620 0,8324
0,2257 0,0470 0,7273 0,0045 0,1560 0,8395
0,1995 0,0533 0,7471 0,0044 0,1712 0,8244
0,1727 0,0615 0,7658 0,0033 0,1797 0,8169
0,1595 0,0656 0,7749 0,0031 0,1992 0,7977
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