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RESUMO

A Euterpe oleracea é uma espécie vegetal que ocorre naturalmente na regido amazénica, sendo
conhecida como acaizeiro. Seu fruto é considerado um alimento funcional devido o alto teor
em compostos fendlicos, principalmente antocianinas, o que confere ao fruto alto poder
antioxidante. Além disso, apresenta elevado valor nutritivo apresentando em sua composi¢ao
fibras, proteinas, vitaminas e minerais. Neste estudo foi aplicada a técnica de extracdo por
Sistema Aquoso Bifasico (SAB) para o estudo da parti¢do das antocianinas presentes no extrato
aquoso do acai. Foi utilizado o extrato alcodlico de acai para o estudo da estabilidade das
antocianinas em diferentes solucdes de sais e alcool, onde o extrato apresentou 718,32 mg/L de
antocianinas. Foram preparados SABs com sulfato de aménio, etanol e agua a 25 e 35 °C. No
processo de extracdo da antocianina via SAB verificou-se o efeito do pH, temperatura e tempo
de extracdo. A melhor condicdo de extracdo foi em pH 3,4 a 33 °C durante 30 minutos. O
melhor coeficiente de particdo obtido foi igual a 2.70, indicando a afinidade do composto
estudado pela fase superior do SAB. O processo de extracdo utilizado neste estudo foi mais
eficiente que a técnica analitica de quantificacdo de extracdo de antocianinas que é usada

convencionalmente.

Palavras-chave: Euterpe oleracea, antocianinas, sistemas aquosos bifasicos.



ABSTRACT

Euterpe oleracea is a plant species that occurs naturally in the Amazon region, known as agai.
Its fruit is considered a functional food due to the high content of phenolic compounds, mainly
anthocyanins, which gives the fruit high antioxidant power. In addition, it presents high
nutritional value presenting in its composition fibers, proteins, vitamins and minerals. In this
study the technique of extraction by Aqueous Two-Phase System (ATPS) was applied to the
study of the partition of the anthocyanins present in the aqueous extract of acai. The alcoholic
extract of acai was used to study the stability of anthocyanins in different solutions of salts and
alcohol, where the extract had 718.32 mg/L of anthocyanins. ATPS were prepared with
ammonium sulfate, ethanol and water at 25 and 35 ° C. In the process of extraction of
anthocyanin by ATPS was verified the effect of pH, temperature and time of extraction. The
best anthocyanin extraction condition was pH 3.4 at 33 °C for 30 min. The best partition
coefficient obtained was 2.70, indicating the affinity of the compound studied for the top phase
of ATPS. The extraction process used in this study was more efficient than the conventionally

used analytical quantification technique for anthocyanin extraction.

Keywords: Euterpe oleracea, anthocyanins, aqueous two-phase extraction.
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1 INTRODUCAO

A Amazodnia possui uma ampla biodiversidade, apresentando variadas espécies de frutas
nativas e exoticas, ricas em compostos bioativos, cuja exploracdo racional contribui para o
desenvolvimento sustentavel da regido. Em virtude disso, diversas espécies vegetais tém sido
estudadas devido ao alto teor em compostos fendlicos, entre elas destaca-se a Euterpe olerace
(SILVA; ROGEZ, 2013).

A espécie vegetal Euterpe oleracea, mais conhecida como acaizeiro, ocorre
naturalmente na regido Amazonica, tendo uma ampla distribuicdo na floresta de varzea. Seu
fruto (acai) é bastante consumido na regido e apreciado por apresentar componentes com
potencial antioxidante, prevenindo doencas degenerativas (BERNAUD; FUNCHAL, 2011).

A polpa do acai possui varios fitoquimicos, os mais predominantes sdo as antocianinas,
proantocianidina e outros flavondides. Além desses pigmentos, sua composicdo em compostos
fendlicos contribui para seu alto poder antioxidante.

A extracdo de compostos antioxidantes é realizada usando geralmente solventes
organicos, onde parametros tais como o tipo e volume de solvente, temperatura e tempo tém
uma influéncia significativa sobre o processo de extracdo (PEDRO; GRANATO; ROSSO,
2016).

Alguns fatores como tempo, toxicidade e baixa eficiéncia tem limitado a aplicacdo da
técnica convencional de extracdo por solvente, promovendo a busca por tecnologias mais
eficientes e ambientalmente amigaveis. Algumas técnicas modernas tém recebido destaque,
como extracdo assistida por ultra-som, extracdo assistida por microondas e alta pressao por
CO», no entanto sdo técnicas que necessitam de equipamentos especiais, apresentando custo
mais elevado (WU et al, 2014).

A remocdo de compostos bioativos utilizando Sistema Aquoso Bifasico tem recebido
grande destaque, por ser uma técnica de extracdo com diversas vantagens, dentre elas a principal
¢ proporcionar um meio neutro e nao toxico com condi¢cdes adequadas a particdo de

biomoléculas, conservando a atividade biologica do composto de interesse (WU et al, 2014).

O estudo do tipo de sistema e variaveis de processo, tais como, temperatura, pH e tempo
s80 necessarios para avaliacao da eficiéncia de extracdo e seletividade em relagdo ao composto

de interesse.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Extracdo de antocianinas do fruto do acai a partir do sistema aquoso bifasico constituido

de alcool e sal nas temperaturas de 25 e 35 °C.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a casca do agai, obter e caracterizar os extratos de antocianina do acai;
Avaliar a estabilidade da antocianina do extrato de acai em diferentes concentracGes de
solugdes de alcool etilico, sulfato de amonio, fosfato de potéssio monobasico e sulfato de
sodio.

Determinar os dados de equilibrio do sistema composto por etanol e sulfato de aménio nas
temperaturas de 25 e 35 °C;

Estudar a influéncia das condi¢cdes de processo na extracdo de antocianinas através do
sistema aquoso bifasico e determinar as melhores variaveis de processo, tais como
temperatura, tempo e pH nos sistemas propostos, analisando a concentracao de antocianinas

totais e coeficiente de particao;

10



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 EUTERPE OLERACEA

O acaizeiro (Euterpe oleracea) é uma palmeira tropical que se desenvolve naturalmente
na regido amazoénica, principalmente nos estados do Para, Amazonas, Tocantins, Maranh&o e
Amapé (ROCHA et al., 2007; GORDON et al., 2012).

No Brasil a producdo de acai, fruto da Euterpe oleracea, vem aumentando
progressivamente nas Ultimas décadas dentro das varzeas da regido amazonica, este aumento
tem sido associado ao manejo das plantas da palmeira, assim como também ao aumento das
areas de cultivo (MAPA, 2015).

Os frutos da palmeira sdo produzidos em cachos a partir do terceiro ano da arvore. Cada
fruta € uma pedra séssil com um endocarpo fibroso, de forma redonda, com um diametro de 1-
2 cm e massa variando 0,8-2,3 gramas (Figura 1). Existem diversas variedades do fruto, na qual

cada uma apresenta coloragéo diferente quando maduras (BICHARA; ROGEZ, 2011).

Figura 1. Frutos do acai no cacho
Fonte: Palacio (2008).

O acai é o principal produto oriundo da palmeira apresentando importancia
socioecondémica por ser fonte de renda da populacdo ribeirinha, sendo considerado um
importante produto agroextrativista. Além disso, a evolucdo do preco deste produto no
mercado, devido aos fatores benéficos que o fruto apresenta, tem aumentado o interesse de

produtores agricolas e agroindustrias (MAPA, 2015).

O Estado do Paré é considerado o maior produtor nacional, sendo responsavel por cerca
de 55,00 % da producgdo nacional no ano de 2013, o que corresponde a aproximadamente
111.000 toneladas de frutos de acai, como mostrado na Tabela 1 (MAPA, 2015).

11



Tabela 1. Producéo de frutos de acai no Brasil no ano de 2013

Estados Quantidade (t) Percentual (%0)
Para 111.073 54,93
Amazonas 71.783 35,50
Maranhéo 12.837 6,35
Acre 3.050 1,51
Amapa 2.036 1,01
Rondbnia 1.435 0,70
Roraima 1 0,00
Total 202.215 100,00

Fonte: MAPA (2015)

Os principais consumidores da polpa de acai no Exterior sdo os Estados Unidos e o
Japdo, sendo responsaveis por comprar cerca de 95,00 % de toda a polpa produzida no Estado
do Paré e comercializada para o0 mercado externo no ano de 2014, como pode ser observado na
Tabela 2 (MAPA, 2015).

Tabela 2. Comercializacdo da polpa de agai para 0 Mercado Externo no ano de 2014

Paises Quantidade (t) Percentual (%o)
Japao 2.569,78 48,76
Estados Unidos 2.493,81 47,32
Ucrania 71,13 1,35
Israel 36,50 0,69
Holanda 30,06 0,57
Australia 18,35 0,35
Alemanha 16,20 0,31
Portugal 12,60 0,24
Coréia do Sul 10,67 0,20
Franca 4,86 0,09
Bélgica 3,38 0,06
Coldmbia 3,00 0,06
Total 5.270,34 100,00

Fonte: MAPA (2015)

As propriedades nutricionais e o elevado valor energético do acai tém aumentado a
demanda nacional do fruto, pois diversas pesquisas mostram que este é considerado um
alimento rico em proteinas, fibras, lipideos, minerais e vitamina E. Além disso, o elevado teor
de antocianinas, que sdo pigmentos pertencentes a familia dos flavondides, é benéfico a salde,

pois favorece a circulagdo sanguinea e protege o organismo contra a arteriosclerose
12



(BERNAUD; FUNCHAL, 2011; GORDON et al., 2012; NEVES et al., 2015; WYCOFF et al.,
2015).

A cor caracteristica da bebida de acai € consequéncia da elevada concentracdo desses
pigmentos. As principais antocianinas presentes no acai sao a cianidina-3-glicosideo (C-3-G) e
cianidina-3-rutinosideo (C-3-R) (BICHARA; ROGEZ, 2011).

O principal fator de interesse do fruto é sua propriedade antioxidante, em virtude da
presenca de antocianinas e outros compostos fendlicos, sendo considerado um alimento
funcional. O que tem sido foco de diversas pesquisas que envolvem o fruto da Euterpe oleracea.
Batista (2016) estudou a extracéo de agai em CO> supercritico, avaliando o teor de compostos
fendlicos e antocianinas na polpa residual, apresentando potencial aplicagdo para fins
nutracéuticos. Novello (2011) estudou a extracdo de antocianinas dos frutos do acai da Mata
Atlantica e sua atuacdo nas atividades antioxidantes e antiaterogénica em camundongos com

arteriosclerose.
3.2 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo substancias quimicas que tem a capacidade de prevenir e reduzir
os danos oxidativos de lipideos, proteinas e &cidos nucléicos promovidos por espécies de
oxigénio reativo (radicais livres). Essas espécies produzidas no organismo sdo responsaveis por
causar danos celulares, desencadeando diversas anormalidades fisiologicas e patologicas, tais
como inflamagdo, doengas cardiovasculares, artrite, catarata, cancer e envelhecimento
(BERNAUD; FUNCHAL, 2011; FREIRE et al., 2013).

Para prevenir ou combater os prejuizos gerados pelos radicais livres o organismo
depende da defesa de antioxidantes, que podem ser enddgenos (produzidos no proprio
organismo) ou exogenos (fornecidos através de dieta alimentar). O estresse oxidativo é
caracterizado pelo desequilibrio entre o excesso da producédo de radicais livres e a velocidade
de remocdo dessas moléculas pelo sistema de defesa antioxidante (BERNAUD; FUNCHAL,
2011).

Os radicais livres sdo espécies quimicas que conttm um ou mais elétrons
desemparelhados, o que confere a caracteristica de instabilidade, meia vida curta e alta
reatividade quimica. A instabilidade da espécie € causada pela alta reatividade quimica, uma
vez que essas moleculas tendem a acoplarem seus elétrons ndo pareados com outro que esteja
presente em estruturas proximas a sua formacdo, passando a comportar-se assim como

receptores (oxidantes) ou como doadores (redutores) de elétrons (FERREIRA et al., 2010).
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Ao grupo dos radicais livres pertencem espécies reativas de oxigénio, como o anion
superoxido, radicais de hidroxila, alcoxila e peroxido de hidrogénio (BARREIROS et al, 2006).
Os antioxidantes impedem que o oxigénio se combine com essas moléculas ou neutralizam a
formacéo de radicais livres e espécies ativas de oxigénio, formando compostos menos reativos
(GOTTLIEB et al, 2009).

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidacdo de diversos substratos, de moléculas
simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois mecanismos: 0 primeiro
envolve a inibicdo da formacédo de radicais livres que desencadeiam a etapa de iniciacdo; o
segundo abrange a eliminacdo de radicais importantes na etapa de propagac¢ao, como alcoxila e
peroxila, através da doagdo de 4&tomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagdo
em cadeia (FERREIRA et al., 2010).

As antocianinas, pertencentes do grupo dos flavonoides, apresentam atividade
antioxidante e anti-inflamatoria, o que pode reduzir a progressdo e instalacdo de doencas do
figado. As evidéncias indicam que as antocianinas atenuam o estresse oxidativo, aumentando a
resisténcia das lipoproteinas de baixa densidade a oxidacdo e reduzindo mediadores de
inflamacGes, tais como citocinas, quimiocinas, e as metaloproteinases de matriz (CARDOSO
et al., 2015).

3.3 ANTOCIANINAS

As antocianinas sdo substancias fitoquimicas presentes em diversos vegetais,
pertencentes a classe de compostos fenolicos. Os fenolicos quimicamente séo definidos como
compostos gque apresentam na sua estrutura um ou mais anéis aromaticos ligados a um ou mais
grupos hidroxil, possuem estruturas diversificadas sendo classificados em &cidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos, cumarina e taninos (CARDOSO; BARRERE; TROVAO, 2009;
FREIRE et al., 2013).

Os flavonoides constituem a maior classe de polifendis, apresentando a mesma estrutura
béasica, as principais classes de flavondides sdo as antocianinas, os flavonois ou procianidinas e
os isoflavondides, estes tem despertado interesse da industria de alimentos nutracéuticos e
funcionais (VALLS et al., 2009).

As antocianinas sdo um dos grupos pertencentes aos flavondides mais estudados na
ultima década, sdo encontradas em diversos alimentos e sdo responsaveis pela pigmentacdo
azul, roxo e vermelho de varias frutas. Além de ser utilizada como corante, em virtude de seus

beneficios associados as suas propriedades antioxidantes, anti-flamatorias e anti-dibaéticos, tem
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mostrado diversas aplicacdes na &rea da satde (VALLS, et al., 2009; RODRIGUES, et al.,
2015).

Este grupo de flavonoides sdo pigmentos sollveis em agua encontrados em vacuolos
celulares em varias espeécies do reino vegetal, derivados polimetoxi ou polihidroxi glicosilados
do cétion flavilico (grupo aglicona) que contém em sua estrutura duplas ligacdes conjugadas o
que confere a absorcdo de luz em torno de 500 nm e cor tipica desses pigmentos. As agliconas
ou cétion flavilico (Figura 2) sdo comumente conhecidos como antocianidinas (PATRICIO,
2012).

R,
R,
+
HO o
N R,
C
/
OH

OH

Figura 2. Estrutura basica da aglicona
Fonte: Castafieda-Ovando et al. (2009)

As antocioanidinas quando ligadas a acucares sao conhecidas como antocianinas, as
diversas estruturas dessa substancia dao origem a aproximadamente 600 tipos de antocianinas
(PATRICIO, 2012). As principais estruturas de antocioanidinas podem ser observadas na

Figura 3.
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Figura 3. Estrutura das principais antocianidinas encontradas na natureza: (a) Cianidina, (b)
Delfinidina, (c) Pelargonidina, (d) Peonidina, (e) Petunidina e (f) Malvidina.
Fonte: Valls et al. (2009)

As principais diferengas entre as antocianinas sdo o nimero de grupos hidroxilados
ligados a antocianidinas, a natureza e o numero de acgUcares ligados a sua estrutura, os acidos
alifaticos ou carboxilados aromaticos ligados ao agucar e a posicao dessas ligacdes na molécula
(VALLS et al., 2009; PATRICIO , 2012).

A estrutura das antocianinas influencia nas suas propriedades quimicas, o que promove
alteracbes na sua estabilidade, equilibrio aquoso, cor, reatividade e suas propriedades
antioxidantes. O acgucar presente nas moléculas de antocianinas promove maior solubilidade e
estabilidade a estes pigmentos, quando comparado as antocianidinas (MARCO; POPPI, 2008;
PATRICIO, 2012).

Atividades antioxidantes e anti-inflamatérias das antocianinas sdo produzidas através
da sua capacidade de neutralizar os radicais livres, bem como inibir a acdo da lipoxigenase e
ciclo-oxigenase, enzimas que metabolizam o &cido araquidénico (BOWEN-FORBES,
ZHANG, & NAIR,2010).

A estabilidade das antocianinas depende de fatores como pH, temperatura, presenca de
acidos, acucares ions metalicos. De maneira geral, as antocianinas apresentam coloracao
intensamente avermelhada em meio aquoso acido (pH ente 1 e 2), devido ao predominio da
forma cétion flavilico (MARCO; POPPI, 2008).
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Em meio &cido, as antocianinas estdo em equilibrio entre quatro estruturas: a base

quinoidal A, o cation flavilico AH+, a carbinol ou pseudobase B e a chalcona C (Figura 4).

- H+
OH
cation flavilico - AH+
+ - H+
H,0 ’ Ht o
OH OH
OH
HO O HO
R2 R2
= -
OH OH
OH OH
carbinol ou Anidrobase - B chalcona - C

Figura 4. Formas estruturais das antocianinas em func¢éo do pH
Fonte: Rein e Heinonen (2004)

Com o aumento do pH (acima de 4) ocorre a reducéo na concentracao do cation flavilico,
havendo a formacéo do composto pseudobase-carbinol, responsavel por promover alteracdo na
coloracdo para azul claro. Em pH superior a 6 tornam-se incolor, devido a abertura do anel
heterociclico sendo degradas em pH 7 (MARCO; POPPI, 2008; SHARMA et al, 2016).

O aumento da temperatura é um fator que acelera a degradagdo das antocianinas. Na
presenca de cations Al, Fe, Sn e outros metais, as antocianinas formam produtos insolUveis.
Estes produtos, em relacdo as antocianinas livres, principalmente no caso do aluminio,
apresentam maior estabilidade frente a fatores como calor, pH e oxigénio. Além disso, a luz é
um fator de grande influéncia na estabilidade das antocianinas, promovendo alteragdo na cor
desse pigmento. Quando combinado com o efeito do oxigénio a alteracdo é mais intensa
(MARCO; POPPI, 2008; SHARMA et al, 2016).
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3.4 PROCESSOS DE EXTRACAO DE ANTOCIANINAS

As antocianinas sdo moléculas polares devido a presenca dos grupos hidroxilas,
carboxilas, metoxilas e glicosilas residuais ligados aos seus anéis aromaticos. Em virtude disto,
estes compostos sdo mais sollveis em agua do que em solventes ndo polares. A extracédo de

antocianinas é geralmente realizada utilizando misturas aquosas com solventes organicos.

A extracdo convencional é realizada através extracdo liquido-liquido com agitacao
utilizando solugdes acidificadas com o objetivo de aumentar a estabilidade das antocianinas.
No entanto alguns estudos tém realizado a extracdo usando outras técnicas. Cai et al., (2016)
efetuaram a extracdo de antocianinas da batata doce roxa assistida por ultra-som e por solvente
acelerado, verificando que o método de extracdo afeta o rendimento, pureza e composicéo das
antocianinas. Rodrigues et al. (2015) também estudaram a extracdo de antocianinas assistida
por ultra-som utilizando como matriz a casca de jabuticaba e verificaram que o rendimento

obtido na condicdo otimizada foi superior a outros métodos de extrac&o.

Outra técnica que vem sendo utilizada para extracdo desses compostos é por fluido
supercritico (SFE), as grandes vantagens de extratos obtidos por SFE sdo sua origem natural,

auséncia de residuos do solvente organico e o controle da composicdo do extrato pela

seletividade processo (PAES et al., 2014).

Estas técnicas sdo alternativas para extracdo convencional, evitando o uso de solventes
toxicos, sendo amigaveis ambientalmente. No entanto sdo técnicas que necessitam do uso de
equipamentos sofisticados e necessitam de consumo de energia. A extracdo de antocianinas via
Sistema Aquoso Bifasico (SAB) é uma técnica de facil operacdo e financeiramente viavel.
Diversos estudos tém realizado a extracdo dessa classe de flavondides por SAB. Liu et al.
(2013) investigaram a extracdo de antocianinas de batata doce roxa usando SAB constituido
por etanol e solucdo aquosa de sulfato de aménio, utilizando a metodologia de superficie de
resposta. Os autores conseguiram nas condicdes ideais 9,02% de rendimento de antocianinas e
um coeficiente de parti¢do igual a 19,62. Estes resultados sugerem que o SAB é eficiente em
extracdo de antocianinas e tem potencial para ser utilizado na industria de extracdo de

antocianinas natural.
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3.5 SISTEMA AQUOSO BIFASICO (SAB)

Sistemas constituidos de duas fases aquosas sdo excelentes alternativas como método
de separacdo de biomoléculas por favorecer estabilidade de moléculas biologicas, devido

oferecerem um meio constituido predominantemente por agua.

O SAB pode proporciona diversas vantagens, como por exemplo: diminui¢do do tempo
de processamento, facilidade no aumento de escala e desenvolvimento de condi¢des adequadas
a distribuicdo das biomoléculas nas fases sem que ocorram mudancas na sua conformacéo e
consequente perda de atividade bioldgica (COIMBRA; TEIXEIRA, 2009).

Esses sistemas sdo constituidos por duas fases aquosas imisciveis que coexistem em
equilibrio, formadas pela adi¢do de compostos hidrossollveis. Cada fase do sistema torna-se
enriquecida com um dos compostos acima da concentracdo termodindmica critica, originando
duas fases aquosas de natureza quimica e fisica diferentes, conduzindo a migracdo das
biomoléculas para uma das fases por afinidade. (ALBERTSSON, 1971; ALBERTSSON, 1986;
GLYK et al., 2014).

A formacéo dos sistemas aquosos bifasicos é conhecida desde o final do século XIX.
Beijerinck (1986) observou a formacdo de duas fases aquosas apds misturar solucdes de
gelatina e &gar, notando que a mistura primeiramente se tornava turva, mas depois de certo
tempo em repouso dava origem a duas fases limpidas, onde a fase inferior tornou-se rica em
agar e a fase superior rica em gelatina. Ostwald e Hertel (1929), em estudos posteriores,
verificaram que para diferentes fontes de amido (arroz, milho etc.), possuindo diferentes

concentragdes originaram diferentes diagramas de fase.

Em 1958, Albertsson foi o primeiro a observar a particdo de proteina em SAB,
verificando que esta biomolécula é distribuida desigualmente entre essas duas fases formadas.
Isto propiciou analogias com processos de extracdo liquido-liquidos, que sdo completamente
comuns em industrias quimicas. A partir dessas observacdes, ficou evidente para a comunidade
cientifica a grande potencialidade de aplicacdo destes sistemas a particdo/purificacdo de
materiais biologicos (MERCHUK et al., 1998).

Existem diversos tipos de SABs, porém dois dos muitos tipos de sistemas formados sdo
geralmente aplicados na distribuicdo de materiais bioldgicos: os formados por dois polimeros
(polietileno glicol - PEG/dextrana) e os formados por um polimero e um sal (polietileno glicol
- PEG/sal) (ALBERTSSON, 1971).
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A dextrana possui um elevado custo. Devido a isso, estudos estdo cada vez mais sendo
realizados utilizando sistemas com PEG/sal, que além do baixo custo, apresentam outras
vantagens, tais como: menor tempo de separacdo de fases; podem ser formados a temperatura
ambiente e possuem propriedades fisicas favoraveis a operacao em larga escala, como elevada
seletividade e diferencgas de densidade e viscosidade entre as fases adequadas para o trabalho
com equipamentos de extra¢des disponiveis no mercado (ALBERTSSON, 1971).

Outro sistema tem sido bastante utilizado para particdo de biomoléculas, o sistema
formado por alcool e sal. Hua et al. (2013) estudaram a extracdo e purificacdo de antocianinas
de residuos de frutas utilizando Etanol e Sulfato de Amonio. Khayati e Gholitabar (2016)
estudaram os dados de Equilibrio Liquido-Liquido de diferentes alcoois e Sais para a formacao

Sistemas Aquosos Bifasicos.

Nos sistemas PEG/sal, a fase superior ¢ rica em PEG e a fase inferior € rica em sal. A
separacgdo das fases € atingida mais rapidamente em virtude da maior densidade da fase salina
em relacdo a fase polimérica, o que facilita 0 uso de sistemas polimeros-sal em aplicaces
industriais. Além disso, tem-se menor custo e baixa viscosidade (SALABAT, 2001; GLYK et
al., 2014).

Os sistemas formados por alcoois e sais sdo frequentemente utilizados na separacédo de
biomoléculas por apresentarem baixa viscosidade, alta polaridade e também devido a féacil
recuperacdo dos alcoois e dos sais (WANG et al., 2010; REIS et al., 2014)

Para a utilizacdo de SAB em estudos de particdo de biomoléculas, é necessario o
conhecimento prévio do comportamento das fases nos sistemas. Os dados do equilibrio liquido-
liguido sdo normalmente representados por meio de diagramas de fases, ou diagramas de
equilibrio, que sdo representacdes graficas que descrevem o comportamento do sistema em

diferentes condicdes.

Em sistemas com trés componentes (sistemas ternarios), as fases sdo representadas por

diagramas de fase em coordenadas triangulares, como representado na Figura 5.

No diagrama esta representada a curva binodal, indicando a regido monofésica e
bifasica do sistema. Os vértices do triangulo correspondem aos componentes puros (1, 2 e 3) e
os lados as misturas binarias. No diagrama triangular as composi¢des sdao normalmente dadas

em fragOes massicas ou porcentagem.
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Componente ]l og—» 100 Componente 2

Figura 5. Diagrama de fases em coordenadas triangulares
Fonte: Silva e Loh (2006).

Para SABs no qual a concentracdo de agua é bastante elevada (40 — 80 %, m/m)
costuma-se utilizar a forma de eixo cartesiano para representar o diagrama de fases (Figura 6),
excluindo-se a composicdo de agua. Nestes diagramas pode ser observada a composicao

quimica das duas fases que se encontram em equilibrio termodindmico (SOUZA, 2014).

% Componente 2

Regido
Monofésica

% Componente 1
Figura 6. Diagrama de fase para sistemas aquosos bifasicos, expresso em coordenadas

retangulares.
Fonte: Silva e Loh (2006).
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Uma particularidade de um diagrama de fases é o ponto critico (Pc), neste ponto as
propriedades fisico-quimicas (composi¢do e volume, entre outras) das duas fases séo
teoricamente iguais. Desta forma, quanto mais a composic¢ao do sistema se aproxima do Pc,
menor € a diferenca entre as fases. No entanto, nas proximidades do Pc existem pequenas
alteraces na composi¢do dos sistemas, que provocam drasticas mudangas na qual o sistema
varia de uma para duas fases e vice-versa (ALBERTSSON, 1986).

Na Figura 7 (a) o ponto dentro da regido bifasica com composi¢do global M formara
duas solucdes liquidas imisciveis com composicdes representadas por L e N, a intersecao entre
esses dois pontos forma a linha de amarracao, ou tie-lines (TL). Todas as misturas representadas
sobre a mesma TL possuirdo propriedades termodindmicas intensivas iguais e diferentes

propriedades termodindmicas extensivas (TREYBAL, 1951).

Existem varios tipos de curvas binodais para um sistema ternario, que podem ser
classificadas pelo nimero de pares parcialmente misciveis, algumas dessas estdo representadas
na Figura 7. De acordo com Treybal (1951), os sistemas ternarios podem ser divididos em 4

tipos:
Tipo 1 - Formacdo de um par de liquidos parcialmente misciveis.
Tipo 2 - Formacdo de dois pares de liquidos parcialmente misciveis.
Tipo 3 - Formacdo de trés pares de liquidos parcialmente misciveis.

Tipo 4 - Formacdo de fases sélidas.
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AD EB

Figura 7. Equilibrio liquido-liquido ternério: (a) formacao de um par de liquidos parcialmente
misciveis — Tipo 1, (b) formac&o de dois pares de liquidos parcialmente misciveis, (c) formacao
de trés pares de liquidos parcialmente misciveis e (d) formacéo de fases solidas.

Fonte: Treybal (1951).

Alguns parametros termodindmicos sdo utilizados na extracdo liquido-liquido, tais
como o Comprimento da Linha de Amarracdo (CLA), a Inclinacdo da Linha de Amarracédo

(ILA) e coeficiente de particdo (K).

O CLA é uma propriedade termodindmica utilizada para medir as propriedades
intensivas entre as fases formadas no SAB. Quanto maior o valor do CLA, maior serd a
diferenca entre as propriedades termodinamicas intensivas das fases e aumentando a eficiéncia
na extracdo e/ou particdo de soluto de interesse (BARBOSA, 2013). O valor do CLA pode ser
calculado em funcgéo das diferencas de concentragcdes dos componentes nas fases, conforme
Equacéo 1.
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CLA = [(Cps — Cpy)* + (Css — C5:)?]°° Eqg.1

Onde que Cps e Cp; s@0 as concentracbes de polimeros na fase superior e ir.._..__,
respectivamente, enquanto Cg € Cg; S80 as concentragcdes do sal na fase superior e inferior,

respectivamente.

A ILA é um parametro importante em um diagrama de equilibrio, pois indica a variacdo
da composicdo das fases a partir da alteracdo de uma propriedade fisico-quimica, como a
temperatura e a massa molar (BARBOSA, 2013). O valor da inclinagdo pode ser calculado pela
Equacéo 2,

_ (Cps — Cpy) Eq. 2

ILA = —/———F—
(Css — Csi)

Onde Cps € Cp; sdo as concentracbes de polimeros na fase superior e inferior,
respectivamente, enquanto Cg € Cg; S80 as concentracdes do sal na fase superior e inferior,

respectivamente.

Quando materiais bioldgicos sdo adicionados em SAB, eles se distribuem entre a fase
superior e inferior, sem perda da atividade biologica. A relacdo entre as concentragdes de certa
biomolécula nessas fases define o coeficiente de particdo (K) em sistemas aquosos, ou
coeficiente de distribuicdo, que é dado pela Equacdo 3 (ALBERTSSON, 1986):

- Cifs Eq. 3

K=——
fi
Ci

Onde Cf8é a concentracéo da biomolécula i na fase superior, e Cf! é a concentragéo de

biomolécula i na fase inferior.

A particdo do soluto no SAB esta relacionada com a natureza do soluto e do SAB
utilizado. Em relacéo ao soluto, os principais fatores que influenciam a particdo séo a presenga

de carga elétrica, hidrofobicidade, composicdo e conformacdo. Quanto ao SAB 0s principais

fatores sdo a massa molar e a concentra¢do do polimero, o pH e a temperatura (PATRICIO,
2012).

Wou et al. (2014) avaliaram a extracgdo e purificagdo de antocianinas do suco de uva em

SAB utilizando fosfato de sodio monobaésico e etanol, investigando o efeito da composicao do
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SAB, a quantidade de suco, tempo de extracéo e pH sobre a estabilidade e extracdo da molécula
de interesse. Em condicBes 6timas, os autores conseguiram um rendimento de 99% de

antocianinas na fase superior.

Barbosa (2013) avaliaram o efeito do peso molecular do polietileno glicol (PEG) e da
temperatura para SAB constituido de polimero e sulfato de sédio em pH 2, avaliando as
condigdes para aplicacdo na extracdo de antocianinas do jamel&o. O autor verificou que o
aumento da massa molar do polimero promoveu o decréscimo do coeficiente de particdo da
antocianina, além disso, observou que os sistemas na temperatura de 40 °C acarretou na

degradacédo da biomolécula de interesse, apresentando coloragdo amarelada.

Patricio (2012) avaliou o efeito de diversos tipos de sais e PEG com diferentes pesos
moleculares, e fatores que influenciam o comportamento de particdo das antocianinas usando
SAB. O autor verificou que a particdo do composto € dependente do comprimento da linha de

amarracdo, natureza do eletrolito, massa molar e hidrofobicidade do polimero.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CARACTERIZACAO DO FRUTO DO AGAI

Os frutos de acai (Euterpe oleracea) in natura foram coletados na Vila de Ponta Negra,
pertencente ao municipio de Muana no estado do Pard. Foram adquiridos cerca de 10 Kg de
fruto no més de novembro de 2016, os mesmos foram transportados ao Laboratério de
OperacOes e Separacdo da Universidade Federal do Para.

Para a realizacdo das andlises fisico-quimicas, os frutos de acai foram descascados
manualmente e na casca do fruto foram feitas as analises de umidade, cinzas, proteinas, lipideos
e carboidratos, sendo 0s resultados expressos em porcentagem (%). Além disso, foi feita a
quantificacdo de antocianinas totais presentes na casca do fruto. As analises foram realizadas

em triplicata segundo as metodologias descritas a seguir:

Umidade: foi determinada via método gravimétrico, por secagem em estufa a 105°C,
até peso constante, de acordo com o método 920.151 da AOAC (2002).

Cinzas: foram determinadas gravimetricamente, por calcinacdo da amostra a 550°C, de
acordo com o0 método 940.26 da AOAC (2002).

Proteina: foram determinadas a partir do nitrogénio total contido na amostra, de acordo
com o método Kjeldahl, nimero 920.152 da AOAC (2002).

Lipidios: foram determinados por extracdo intermitente da fracdo lipidica, pelo método
Soxhlet, usando éter de petr6leo como solvente, segundo o método no 922.06 da AOAC (1997).

Carboidratos totais: foram determinados por diferenca, de acordo com Brasil (2003).

Antocianinas Totais: a quantificacdo das antocianinas foi realizada conforme o método

espectrofotométrico de pH Unico, de acordo com o descrito por Fuleki e Francis (1968).

4.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS DE ANTOCIANINAS DE
POLPA DE ACAI E ESTUDO DA ESTABILIDADE

Para obtencdo dos extratos de antocianinas do acai foi utilizada a polpa do fruto
processada e comercializada no municipio de Belém. Foram obtidos dois tipos de extratos, um
com adicéo de alcool etilico anidro P.A (Synth, 99.8%). na proporcao 2:1 (polpa:alcool) e outro
utilizando a polpa apenas centrifugada. Esses extratos foram mantidos a temperatura constante
de 20°C e submetidos a centrifugacdo por 20 minutos a 3000 rpm em centrifuga (SIGMA,

modelo 6-15 H). O sobrenadante foi coletado e dividido em duas amostradas, sendo
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armazenado em vidro ambar sob-refrigeracdo a aproximadamente 5 °C. Em uma das amostras
foi feita a correcdo do pH para 2,0 usando solucdo a 25% de &cido citrico (Synth, 99.5%) e a

outra foi separada para analises de antocianinas totais e pH.

A quantificacdo das antocianinas totais foi realizada de acordo com o método do pH
diferencial descrito por Hosseinian et al. (2008). Foram preparadas duas dilui¢des, uma para
pH 1,0 usando tamp&o de cloreto de potéssio e outra para pH 4,5, deixando as solugdes
estabilizarem por um periodo de 15 minutos. Em seguida, um espectrofotometro de UV-visivel
(Thermo Scientific, modelo Genesys 10-S) foi utilizado para a leitura das absorbancias da
amostra a A s10nm € a A 700nm.O registro da absorbancia a um comprimento de onda de 700 nm
permite eliminar desvios na leitura provocados pela eventual presenca de materiais coloidais, a
este comprimento de onda ndo existe absorbancia por parte das antocianinas (GIUSTI;
WROLSTAD, 2001).

O célculo da concentracdo das antocianinas, expresso em equivalentes de cianidina-3-

glucosido, seré realizado utilizando a Equag&o 4.

mg

AX MM x FD x 103
Antocianinas totais (T) = ( ) Eq. 4

(ex L)

Onde:

A = (A510nm — A 700nm)pH 1,0 — (A510nm — A 700nm)pH4a5, €m que A € a absorbancia;
MM =massa molar da cianidina-3-glucésideo (449,2 g/mol);

FD = fator diluicdo

¢ = coeficiente absortividade molar da cianidina (26.900);

L =comprimento da trajetoria em centimetros

Apbs a quantificacdo de antocianinas o melhor extrato, de acordo com a maior
concentracdo de antocianinas, foi submetido ao estudo da estabilidade das antocianinas em
diferentes solugdes de alcool e sal. O &lcool utilizado foi o etanol e os sais foram sulfato de
amonio (Synth, 99%), sulfato de sodio (Synth, 99%), fosfato de potassio monobasico (Synth,
99%). Foi avaliado o efeito dos componentes dos sistemas sobre a conservagdo das antocianinas
de acordo com a metodologia empregada por Wu et al. (2014). O efeito de cada componente
foi avaliado separadamente com controle de temperatura (25°C) e protegido da luz.

Para avaliar o efeito do etanol sob a antocianina, sistemas com varias concentracdes de

etanol (10%, 20% e 30%) foram preparados adicionando 2 mL de extrato com pH corrigido a
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2,0 em 10 mL de cada solugdo. A mistura foi deixada em repouso e foi avaliada a taxa de
conservacao de antocianina de cada sistema através da anélise de contetdo de antocianinas
totais nos tempos de 0, 30, 60, 90 e 120 min.

Do mesmo modo, para investigar o efeito do sal na antocianina, sistemas com Vvarias
concentracgdes de sal (5%, 10% e 15%) foram preparados adicionando 2 mL de extrato com pH
2,0 em 10 mL de cada solucéo de salina e a taxa de conservagdo de antocianinas totais de cada

sistema foi analisada nos tempos de 0, 30, 60, 90 e 120 min.

Os resultados foram avaliados através do teste de Tukey para a comparacao entre as

médias ao nivel de 5% de significancia.
4.3 PREPARACAO DOS SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS (SABs)

Primeiramente foram determinados os dados de equilibrio dos sistemas constituidos por
etanol + sulfato de amdnio + agua a 25 e 35 °C. Para a formacdo dos SABs foi utilizado alcool
etilico anidro P.A. 99,8 % e solucdo de sulfato de aménio (Synth, 99%) com fracdo massica de
sal a 0,4205. Para o preparo da solugdo salina foram pesados em balanca analitica com precisdo
de £ 0,0001 (Quimis, modelo Q500L210C) 59, 6383 g de sulfato de amdnio e 82,1700 g de

agua.
4.3.1 Curva Binodal

As curvas binodais do sistema etanol + sulfato de aménio + agua foram determinadas
pelo do método gravimétrico de turbidez (cloud-point) (GALAEV e MATIIASSON, 1993) nas
temperaturas de 25 °C e35 °C. Para isto, foi utilizada uma célula de equilibrio encamisada, feita
em vidro com capacidade para 23 mL, acoplada num banho termostatico (Quimis, modelo
Q214M2).

4.3.2 Curva de Calibracgédo

A construcdo da curva de calibracdo se da pelo preparo de sistemas com concentracdes
conhecidas sobre a curva binodal e realizacdo da leitura de alguma propriedade fisica, nesse
caso foi utilizada a massa especifica em g/cm3 através do densimetro digital (Anton Paar,
modelo DMA 35) de acordo com a temperatura de cada sistema. Os dados de concentracédo e
massa especifica (g/cm3) foram correlacionados para obtencdo da equacdo da curva de

calibracédo de cada sistema.
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4.3.3 Determinacéo das linhas de amarragéo - Tie lines

As linhas de amarragdo (LA) ou “tie lines” de cada diagrama de fase foi determinada
através da selecdo de um ponto dentro da zona de miscibilidade parcial, através da qual passa a
LA. A partir das concentracdes pré-definidas de sal, etanol e &gua, foram preparados seis
sistemas em células de equilibrio. Os sistemas foram preparados através da pesagem dos
componentes para uma quantidade adequada a célula de equilibrio encamisada acoplada a um
banho termostatico. Os sistemas foram homogeneizados utilizando um agitador magnético
(Quimis, modelo Q221.1) a uma taxa de agitacéo a 100 rpm e foi mantido em repouso durante
16 horas (nas temperaturas de cada sistema) para ocorrer a separacdo das fases. Apds esse
tempo, amostras de ambas a fases foram coletadas para medicéo da massa especifica (g/cmd).

A determinacdo das composi¢es dos componentes das LA foi realizada através do
método indireto, que se baseia na resolucdo do sistema de equacBes montado a partir das
Equacdes geradas pela curva binodal e curva de calibragdo juntamente com uma terceira

(Equacéo 5).
Wpee + Wsar, + Wggpa = 1 Eq.5

Em seguida, para verificar a confiabilidade dos dados experimentais, foram utilizadas
as equacdes empiricas de Othmer-Tobias (1942) e Hand (1930). Essas equacBes avaliam a
linearidade das linhas de amarracéo, indicando concordancia dos dados experimentais.

As Equac0es 6 e 7 sdo, respectivamente, as equacOes de Othmer-Tobias e Hand. Onde
W é a fragdo massica de etanol na fase rica em etanol, W, é a fracdo massica de sal na fase rica

em sal, W5 é fragdo massica de gua na fase rica em etanol e W1¢é a fracdo de agua na fase rica

em sal.
1-wi\ 1-w4 Ed. 6
ln(Wls)—A+Bln(W2,) q.
ws wi Eq. 7
In <—3s) = A+ Bln (—i) a
4 W;
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4.3.4 Determinacdo dos parametros de equilibrio

Os paré@metros de equilibrio determinados foram comprimento das linhas de amarragéo
(CLA) e inclinacdo das linhas de amarracdo (ILA) de acordo com as Equacdes 1 e 2,
respectivamente. Além disso, foi feita a variacdo da massa especifica entre as fases superior e

inferior de cada LA.

4.5 EXTRACAO DA ANTOCIANINA

A extracdo das antocianinas foi conduzida em regido de equilibrio bifasica do sistema
Etanol-sal-agua. A metodologia empregada foi feita de acordo com a Wu et al (2014) com
algumas modificac6es. Foi utilizada uma proporcdo 1:5 (m/m) em relagdo a quantidade de casca
do fruto utilizado e a massa de sistema constituido por etanol, sal e 4gua. A composic¢ao do
sistema foi correspondente a linha de amarracdo que apresentou maior comprimento, sendo

mais vantajoso para extracdo de biomoléculas.

As extracOes foram feitas dentro da faixa de temperatura dos digramas de fases deste
trabalho, usando temperaturas de 27 e 33 °C, tempos de 30 e 50 minutos e pH de 3,4 e 4,6. Os
parametros de temperatura e pH foram escolhidos de acordo com as melhores condigdes
encontradas nos estudos de Liu et al. (2013) e Wu et al. (2011). Os tempos foram selecionados
a partir dos resultados encontrados no estudo de estabilidade realizados no item 2.4. Foram
realizadas oito extracdes em triplicata de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3. Ensaios de extracfes de antocianinas do acai via SAB

Ensaio pH Temperatura (°C) Tempo (minutos)
1 2,5 25 60
2 3,5 25 60
3 2,5 30 60
4 3,5 30 60
5 2,5 25 120
6 35 25 120
7 2,5 30 120
8 3,5 30 120

Foram preparadas solucdes hidroalcoolicas com fragdes correspondentes a &gua e etanol
de acordo com a composicao global da linha de amarracéo utilizada. As solugdes apresentaram
pH 6,6 sendo corrigido para 3,4 e 4,6 com solucéo de acido citrico a 25%. Em tubos de ensaios

foram pesados solucao hidro alcodlica, sal e casca do acai, depois da pesagem os tubos foram
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homogeneizados em Vortex Mixer (Kylin-Bell, modelo QL-901) durante 3 minutos. Apds a
homogeneizacdo os tubos foram colocados em banho termostatico de acordo com a temperatura

utilizada e o tempo estabelecido.

Apds o tempo de extracdo, foram coletadas a fase superior e inferior e submetidas a
filtracdo a vacuo. Posteriormente foi quantificada a concentracdo de antocianinas de ambas as

fases pelo método do pH diferencial descrito por Hosseinian et al. (2008).

Apos a quantificacdo de antocianinas foram calculados o coeficiente de parti¢cdo de

acordo com a Equacao 3.

31



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DO FRUTO DO ACAI

Na Tabela 4 estdo expressos os resultados da composi¢do centesimal do fruto do acai e
concentracdo de antocianinas. Os resultados de umidade, cinzas e lipideos deste estudo foram
semelhantes aos relatados por Sanabria e Sangronis (2007) que obtiveram para o fruto de agai

cerca de 40 % de umidade, 2 % de cinzas e 33% de lipideos, todos expressos em base seca.

Gordon et al (2012) encontraram 58% de carboidratos na polpa proveniente do fruto
imaturo de agai e verificaram que o fruto maduro apresentou 36% desse constituinte. Malcher
(2011) estudou a influéncia da sazonalidade na composicdo do acai, os valores obtidos pelo

autor foram semelhantes ao obtido nesse estudo para a safra do més de novembro.

Tabela 4. Composicéao centesimal e teor de antocianinas da casca de acai

Constituinte Casca do acai Sanabria & Sangronis (2007)
Umidade (%) 38,48 £ 0,36 41,8

Cinzas (%) 2,19 2,2

Lipideos (%) 32,15 33,1

Proteinas (%) 6,91 15,9
Carboidratos (%) 58,75 48,8
Antocianinas totais (mg/100g) 178,06

Com relagéo as antocianinas totais, 0 presente estudo encontrou valores superiores a
Bobbio et al. (2000) que utilizando 0 método descrito por Lees e Francis (1972), encontraram
50 mg/100g de antocianinas totais no fruto do acaizeiro. Teixeira et al. (2008) encontraram na
polpa de acai 21,23 mg/100g de antocianinas totais. Pacheco-Palencia e Talcott (2010) e Rufino
et al (2010) relataram 51,9 e 111 mg/100g de antocianinas totais da polpa do acai,
respectivamente. Rogez et al (2011) obteve maior teor de antocianinas totais na polpa de acai
(144,3 mg/100g). A diferenca entre esses valores relatados se da principalmente pela

sazonalidade do fruto, pois interfere na composi¢do do mesmo.

5.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS DA POLPA DE ACAI E ESTUDO DA
ESTABILIDADE

Os valores de Antocianinas Totais (AT) e potencial Hidrogenionico (pH) obtidos a partir
dos extratos da polpa de acai estdo apresentados na Tabela 5. De acordo com os resultados
obtidos na Tabela 5, o teor de AT do extrato aquoso (318,55 mg/L) foi menor e apresentou
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diferenga significativa quando comparado ao extrato alcodlico (718,32 mg/L). O mesmo
comportamento pode ser observado quanto ao pH, onde o extrato aquoso apresenta pH 4,80 e
0 alcodlico pH 5,44.

Apesar do pH do extrato alcoolico ser maior e influenciar sobre a estabilidade das
antocianinas, nota-se que a extragdo foi mais eficiente pela maior concentragéo de antocianinas
nesse extrato. A adicdo do alcool altera a polaridade da solucdo extratora, colaborando para
uma melhor extracdo. O resultado encontrado foi semelhante ao encontrado na polpa de agai
por Lisbeth et al. (2007) que foi de 729,3 + 3,4 mg/L.

Tabela 5. Antocianinas Totais (AT) e Potencial Hidrogenionico (pH) dos extratos da polpa de
acai.

Amostra AT (mg/L) pH
Extrato Aquoso 318,55 £ 3,742 4,80+£0,022
Extrato Alcodlico 718,32 +9,99° 5,44 +0,14°

Letras minusculas na mesma coluna, ndo apresentam diferenca significativa pelo Teste Tukey em nivel de 5% de
significancia (0=0,05).

Em virtude dos resultados encontrados, o extrato alcodlico foi utilizado para o estudo
da estabilidade das antocianinas diluidas em diferentes solucdes salinas e alcoolicas em

diferentes concentracdes.

A Tabela 6 revela os teores de Antocianinas Totais (AT) em varias concentracGes de
solugdes de Sulfato de Amdnio (5, 10 e 15%) adicionados de extrato alcodlico da polpa de agai

com pH 2,0 em diferentes tempos.

Verifica-se na Tabela 6 que na solucdo de sulfato de aménio a 5% nédo houve diferenca
significativa entre a concentracdo de AT no tempo 0 e a concentracdo de AT no tempo de 120
minutos. Por outro lado, € possivel observar uma diferenca significativa na concentracdo de AT

nas Solucdes de Sulfato de Aménio a 10 e 15% nos tempos 0 e 120 minutos.
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Tabela 6. Conservacao das antocianinas em solugdes de Sulfato de Amonio

Tempo Antocianinas Totais (mg/L)
(min)  Sulfato de Amonio 5%  Sulfato de Amodnio 10%  Sulfato de Amonio 15%
0 653,26 + 2,40 BCC 634,02 + 0,80 A 609,18 + 1,60 2
30 643,64 + 4,01 ABC? 634,02 + 0,80 A2 617,19 + 1,60 *°
60 642,04 + 2,40 AB2 634,02 + 8,82 A 611,6 + 0,80 AB2
90 638,83 + 0,80 A 625,21 + 4,81 A 617,99 + 0,80
120 656,47 + 0,80 ¢ 343,86 + 0,80 BP 332,64 £ 0,80

Letras mindsculas e iguais na mesma linha e letras maidsculas e iguais na mesma coluna, ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia (a=0,05).

A Tabela 7 apresenta os teores de AT em diferentes concentracdes de solucdes de
Fosfato de Potassio Monobasico (FPM) (5, 10 e 15%) adicionados de extrato alcoolico da polpa

de acai com pH 2,0 em diferentes tempos.

Tabela 7. Conservagdo das antocianinas em solucfes de Fosfato de Potdssio Monobésico
(FPM)

Tempo Antocianinas Totais (mg/L)
(min) FPM 5% FPM 10% FPM 15%
0 643,64 + 0,80 Bb 605,17 + 0,80 A2 608,37 + 0,80 @
30 630,02 + 1,60 Ac 606,77 = 0,80 A° 608,79 + 1,60 ¢
60 662,08 + 1,60 660,47 + 1,60 B2 663,68 + 1,60 A
90 710,17 + 1,60 F° 687,73 + 1,60 672,50 + 5,61 A2
120 685,32 + 0,80 P 656,47 + 2,40 B2 660,47 + 1,60 A2

Letras mindsculas e iguais na mesma linha e letras maiGsculas e iguais na mesma coluna, ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia (a=0,05).

De acordo com os resultados expressos na Tabela 7 ndo houve diferenca significativa
entre as solucdes de FPM a 10 e 15 % nos tempos de 60, 90 e 120 minutos. E possivel observar
que as mesmas solucdes apresentam maior concentracdo de AT no tempo de 90 minutos, 0
mesmo comportamento é observado para a solucdo de FPM a 5 %. Além disso, nota-se um

aumento concentracfes de AT até o tempo de 90 minutos em todas as solucdes.

A Tabela 8 mostra as concentracOes de AT nas diferentes concentragdes de solucgdes de
Sulfato de Sodio (5 e 10 %) adicionados de extrato alcodlico da polpa de acai com pH 2,0,

sendo avaliados em diferentes tempos.

Através dos resultados da Tabela 8 verifica-se que no tempo de 60 €120 minutos nédo

apresenta diferenca significativa nas concentracfes de AT nas solucdes de Sulfato de Amonio.

34



Além disso, nota-se um aumento na concentracdo de AT no decorrer no tempo atingindo maior

concentracdo nos tempos de 90 e 120 minutos nas duas solucdes.

Tabela 8. Conservacao das antocianinas em solugdes de Sulfato de Sodio

Tempo Antocianinas Totais (mg/L)
(min) Sulfato de Sodio 5% Sulfato de Sodio 10%
0 624,40 + 0,808 643,64 + 0,80 *°
30 622,80 + 0,80 B2 643,64 + 0,80 "
60 679,71+ 1,60 A2 677,31+ 0,80 B2
90 683,72 £ 0,80 A2 702,96 + 2,40 ©P
120 683,72 £ 0,80 A2 689,33 + 1,60 ¢

Letras mindsculas e iguais na mesma linha e letras maidsculas e iguais ha mesma coluna, ndo apresentam diferencga
significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia (a=0,05).

A Tabela 9 revela as concentragdes de AT em varias concentracGes de solugdes de
Alcool Etilico (10, 20 e 30 %) adicionados de extrato alcodlico em diferentes tempos.

Tabela 9. Conservacio das antocianinas em solugdes de Alcool Etilico

Tempo Antocianinas Totais (mg/L)
(min) Alcool Etilico 10% Alcool Etilico 20% Alcool Etilico 30%
0 634,02 + 0,80 B 678,91 + 0,80 A2 673,30 £ 3,214
30 660,47 + 1,60 < 678,11 + 1,60 #° 672,50 + 0,80 A2
60 671,70 + 1,60 P2 674,90 + 1,60 @ 671,70 + 1,60 A
90 693,34 + 2,40 A° 672,50 + 0,80 A2 670,09 + 4,81 A
120 697,35 + 1,60 A° 653,26 + 0,80 B2 659,67 + 0,80 A2

Letras mindsculas e iguais na mesma linha e letras maidsculas e iguais ha mesma coluna, ndo apresentam diferenga
significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia (a=0,05).

Observa-se na Tabela 9 que ha diminuicdo na concentracdo de AT nas SolucBes de
Alcool Etilico a 20 e 30%, no entanto essa diminuicio néo é significativa até o tempo de 90
minutos somente na Solucdo a 20%. Verifica-se menor estabilidade das antocianinas quando
utilizada uma menor diluicdo de alcool etilico (Solugdo a 10%). No entanto, ndo existe diferenca
significativa nas concentracdes de AT nas trés solugdes alcodlicas utilizadas no tempo de 60

minutos.
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5.3 CURVA BINODAL E DADOS DE EQUILIBRIO

O sistema com fosfato de potéassio ndo foi feito, pois ndo foi possivel a obtencdo de
pontos suficientes para formacao da curva binodal, possivelmente pelo fato do sal possuir baixa
solubilidade em &gua. O sistema constituido por sulfato de sodio ndo foi finalizado devido nédo
haver a possibilidade de aplica-lo na extracdo de antocianinas do agai, pois parte das amostras

foram perdidas num incidente com a cAmara onde as mesmas estavam armazenadas.
5.3.1 Curva Binodal

As fracdes massicas de Etanol, Sulfato de amonio e agua de cada ponto que foi obtido
através do método gravimétrico de turbidez para construcdo das curvas binodais a 25 e 35 °C
estdo expressos no Anexo A e B, respectivamente.

A partir dos dados de fracGes massicas foi possivel plotar o diagrama de fases em funcéo
da fracdo massica de etanol versus a fracdo massica de sal para os dois sistemas, os diagramas

na temperatura de 25 e 35 °C podem ser observados nas Figuras 8 e 9, respectivamente.
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Figura 8. Curva binodal do Sistema Figura 9. Curva binodal do Sistema
Etanol + Sulfato de Amdnio + Etanol + Sulfato de Amdnio +
Agua a 25°C Agua a 35°C

A curva binodal delimita duas diferentes regides, na qual a regido acima da curva é
heterogénea e a regido abaixo € homogénea. As curvas bimodais obtidas séo representadas pelas
Equacdes 8 e 9, as quais representam respectivamente os sistemas a 25 e 35 °C. Os coeficientes

de correlagédo (R?) ajustaram bem as curvas, tendo valores préximos a unidade.
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y =0.71448 —10.5788 + 199.651x% — 2962.9391x3 + 28909.35x* — 180217.749x°> +
705659.61763x% — (1.67355 = 10%)x” + (2.19346 = 10°)x® — (1.21835 = 10%)x”°

Eqg. 8
R? = 0,99996

y =0,7507 — 12,27002x + 231,7571x2 — 3215,7518x3 + 29074,3001x* — 169412,38193x°
+ 625937,2236x° — (1,40948 = 10%)x” + (1,75995 * 10%)x® — 932886,24594x°

R? = 0,99997 Eq. 9

Onde y é corresponde a fracdo massica de etanol e x corresponde a fracdo maéssica de
sulfato de aménio.

5.3.2 Curva de calibracao

Os dados correspondentes aos pontos que foram reproduzidos das curvas binodais nas

temperaturas de 25 e 35 °C utilizados para construcdo da curva de calibracdo de cada sistema
estdo nos Anexos C e D respectivamente.

A curva de calibracdo relaciona a variacdo dos valores de massa especifica (p) com

diferentes composic¢des de etanol e sal. As Figuras 10 e 11 representam as Curvas de calibragédo
dos sistemas etanol + sulfato de amonio + agua a 25 e 35°C, respectivamente.
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Figura 10. Curva de calibracdo do sistema Figura 11. Curva de calibragdo do sistema
etanol + sulfato de amonio + etanol + sulfato de amonio +
agua a 25°C agua a 35°C
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Atraveés da correlacdo dos dados foi possivel obter as equacgdes da curva de calibracao
para os dois sistemas. As EquacOes 10 e 11 representam os sistemas a 25 e 35 °C,

respectivamente.

p =1.27935 — 0.40578x — 0.93742y +0.8062x> +0.50689y>

R? = 0,99993 Eq. 10

p = 0.92849 + 0.68101x + 0.00957y + 0.08573x* — 0,16164y> Eq. 11

R?* = 0,99984

Onde y é corresponde a fragdo massica de etanol, x a fracdo massica de sulfato de

amonio e p a massa especifica.

Os dados foram correlacionados de maneira satisfatoria apresentando coeficientes de

correlagdo (R?) proximos de 1.
5.3.3 Linhas de amarracdes (LAS)

As Tabelas 10 e 11 apresentam os valores de massas especificas obtidas a partir das
fases superior e inferior que foram coletadas de cada Linha de Amarracdo (LA) com suas
concentragdes globais pré- definidas de cada sistema. A composicdo da fase superior e inferior
de cada LA do sistema etanol + sulfato de aménio + agua a 25 e 35 °C estdo expressas nas

Tabelas 12 e 13, respectivamente.

Tabela 10. Composic¢do global das linhas de amarracdes e massa especifica das fases superior

e inferior do sistema etanol + sulfato de aménio + 4gua a 25°C

LA Massa especifica (g/cm3) Global

Fase Superior Fase Inferior W saL W Eeton W h20
1 0,979 £ 0,000 1,120 + 0,000 0,1527 0,2731 0,5742
2 0,958 + 0,000 1,139 + 0,000 0,1583 0,2821 0,5596
3 0,949 £ 0,000 1,154 + 0,000 0,1631 0,2870 0,5500
4 0,932 + 0,002 1,172 + 0,000 0,1712 0,3027 0,5261
5 0,919 + 0,000 1,183 + 0,000 0,1811 0,3163 0,5026
6 0,937 £ 0,000 1,165 + 0,000 0,1677 0,2953 0,5370
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Tabela 1. Composicdo global das linhas de amarracdes e massa especifica das fases superior e

inferior do sistema etanol + sulfato de aménio + agua a 35°C

LA Massa especifica (g/cm?) Global

Fase Superior Fase Inferior W saL W eton W h20
1 0,956 + 0,001 1,116 £ 0,001 0,1510 0,2810 0,5680
2 0,941 + 0,000 1,134 £ 0,001 0,1611 0,2818 0,5570
3 0,910 £ 0,000 1,173 + 0,000 0,1798 0,3031 0,5171
4 0,918 + 0,000 1,164 £ 0,000 0,1712 0,3027 0,5261
5 0,904 + 0,000 1,182 £ 0,000 0,1809 0,3160 0,5031
6 0,927 £ 0,000 1,153 + 0,001 0,1666 0,2941 0,5393

A composicdo dos componentes de cada LA do Sistema Etanol + Sulfato de Amonio +
Agua a 25°C obtidas através da resolucdo do sistema formado pelas Equacdes 4,7 e 10 esta

representada na Tabela 12, na qual os dados estdo expressos em fracGes massicas.

Tabela 12. Fra¢Bes méassicas das linhas de amarra¢des do sistema etanol + sulfato de aménio

+4gua a 25°C
Fase Superior Fase Inferior
LA W saL W eToH W 20 W saL W eToH W 20
1 0,0890 0,3580 0,5530 0,2693 0,1241 0,6066
2 0,0654 0,4083 0,5263 0,2956 0,1026 0,6018
3 0,0562 0,4315 0,5124 0,3174 0,0871 0,5955
4 0,0404 0,4780 0,4816 0,3498 0,0711 0,5792
5 0,0300 0,5164 0,4536 0,3719 0,0629 0,5652
6 0,0448 0,4639 0,4913 0,3357 0,0768 0,5876

A Tabela 13 apresenta a composicdo de cada componente das LAs do sistema
constituido por etanol + fosfato de potassio dibasico + agua a 35°C. As fracdes massicas foram

determinadas atraves da resolugdo do sistema formado pelas Equacdes 4, 8, e 11.
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Tabela 13. Fragdes méssicas das linhas de amarracfes do sistema etanol + sulfato de aménio +

agua a 35°C
Fase Superior Fase Inferior
LA W saL W EToH W 20 W saL W EToH W 20
1 0,0716 0,3971 0,5313 0,2680 0,1201 0,6119
2 0,0565 0,4338 0,5096 0,2920 0,1013 0,6067
3 0,0303 0,5229 0,4468 0,3442 0,0669 0,5888
4 0,0363 0,4980 0,4657 0,3322 0,0740 0,5938
5 0,0262 0,5424 0,4314 0,3563 0,0607 0,5830
6 0,0437 0,4716 0,4847 0,3175 0,0835 0,5990

5.3.4 Parametros de Equilibrio

Na Tabela 14 estdo os valores de comprimento das linhas de amarracdo (CLA) e
Inclinacdo das Linhas de Amarracdo (ILA) dos dois sistemas obtidos. Além disso, estdo
expressas as diferengas entre a massa especifica (p) da fase superior e inferior de cada LA de

cada sistema.

Tabela 14. Comprimento e inclinacéo das linhas de amarracdes, e diferenca de massa especifica

(p) entre as fases

. 3 25 °C 35°C

Linha de amarracéo (LA) CLA LA Ap CLA LA Ap
1 0,30 -1,30 0,141 0,34 -1,41 0,160
2 0,38 -1,33 0,182 0,41 -1,41 0,193
3 0,43 -1,32 0,204 0,55 -1,45 0,263
4 0,51 -1,32 0,240 0,52 -1,43 0,246
5 0,57 -1,33 0,264 0,58 -1,46 0,278
6 0,48 -1,33 0,228 0,47 -1,42 0,226

Através da Tabela 14 verifica-se que quanto maior o CLA, maior é diferenca de massa
especifica entre as fases, este fato favorece a particdo de biomoléculas. Quanto a inclinagédo das
linhas de amarracBes, as mesmas sio influenciadas com a variagdo de temperatura. E possivel

observar que as linhas tém menor inclinagdo na temperatura de 35 °C.

As Figuras 12 e 13 mostram as LAs do sistema etanol + sulfato de aménio + &gua

nas temperaturas de 25 e 35 °C, respectivamente.
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Figura 12. Linhas de amarragéo do sistema  Figura 13. Linhas de Amarragéo do sistema
etanol + sulfato de aménio + etanol + sulfato de amonio +
agua a 25°C agua a 35°C

As LAs sdo tracadas pela ligacdo dos pontos correspondentes a composi¢do da fase
superior e inferior de cada LA, a ligacdo entre esses pontos deve passar pelo ponto global
correspondente a cada LA. Os extremos de cada LA devem sobrepor a curva binodal. Nesse
caso, é possivel observar uma boa sobreposi¢do das linhas a curva binodal, além disso,
apresentam boa linearidade dos pontos obtidos.

Segundo Silva e Loh (2006) quaisquer pontos que pertencam a regiao heterogénea e
que estejam sobre a mesma linha de amarracao forneceram fases que apresentaréo propriedades
termodindmicas intensivas iguais, tais como densidade, volume molar, entalpia molar, etc.,
porém as variaveis termodinamicas extensivas, como por exemplo, massa, volume, etc., serdo

diferentes.

A linearidade das linhas de amarracdo, de acordo com a aplicacdo das equacdes

empiricas de Othmer & Tobias e Hand, pode ser observada na Figura 14.
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Figura 14. Método de Othmer e Tobias e Hand aplicados aos dois sistemas de etanol, sulfato

de amonio e agua.

As Figuras 14 (a) e (b) correspondem ao método de Othmer & Tobias nos sistemas de

25 e 35 °C, respectivamente. O método de Hand nas temperaturas de 25 e 35 °C é representado

respectivamente pelas Figuras 14 (c) e (d).
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Na Tabela 15 sdo apresentados 0s parametros das equacgdes e os coeficientes de

correlacdo (R?) dos dois métodos aplicados. Verifica-se uma boa correlacdo dos dados de forma

linear com R2 préximo da unidade, mostrando que os dados dos sistemas sdo confiaveis.

Tabela 15. Parametros e Coeficientes de correlacdo (R?) das Equacdes de Othmer & Tobias e

Hand aplicados aos sistemas a 25 e 35 °C

Correlacéo a b R2

Othmer &Tobias (25°C) 1,3264 -0,7527 0,9940
Hand (25°C) 1,3902 -0,7096 0,9935
Othmer & Tobias (35°C) 1,4225 -0,9976 0,9951
Hand (35°C) 1,564 0,9866 0,9946

5.4 EXTRACAO DAS ANTOCIANINAS DO ACAI

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

com a Tabela 3, sdo apresentados nas Figuras 15 e 16.

Os resultados da concentracdo de antocianinas na fase superior em diferentes condi¢fes

de extracdo via SAB esta apresentado na Figura 15.
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Figura 15. Concentracdo de antocianinas na fase superior extraidas do acai via SAB

Letras minusculas e iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

significancia (0=0,05).
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Observa-se que nas extracbes em pH 3,4 ha um aumento na concentracdo de
antocianinas quando tem-se maior tempo de extragéo, independente da variacdo de temperatura.
E possivel verificar que neste pH s6 houve diferenca significativa entre o ensaio E3 em relacio
aos outros ensaios realizados no pH 3,4. No entanto, nas extracdes realizadas no pH 4,6 houve
um comportamento inverso, ocorrendo um decréscimo na concentrag¢do de antocianinas com o
aumento do tempo de extragéo, independente da temperatura. Verifica-se ainda que no pH 4,6

as extracOes apresentam maior diferenca significativa entre si.

Wu et al. (2014) verificaram que uma temperatura mais elevada provoca o aumento da
solubilidade do sal, acarretando na transferéncia da agua da fase rica em etanol para a fase rica
em sal, conduzindo mais rapidamente a fase de segregagdo sendo vantajoso para a extragéo.
Porém, o aumento da temperatura provoca a degradacdo de antocianinas, isso justifica o
decréscimo no teor desse composto nas extragdes com maior tempo no pH 4,6. Além disso, o
aumento do pH ocasiona alteragdes na estrutura da molécula e consequentemente a sua

degradacéo. Por tanto, 0 aumento da temperatura é favoravel somente no tempo de 30 minutos.

Comparando os dois pH’s utilizados no processo de extragdo, nota-Se que 0S ensaios
realizados na temperatura de 27 °C ndo diferem significativamente, mesmo em diferentes
tempos. Liu et al. (2013) verificaram o mesmo comportamento durante a extragdo de
antocianinas da batata doce roxa, onde as varidveis tempo e temperatura ndo apresentaram

influéncia significativa sobre o processo de extracdo (p<0,05).

Com relacdo a concentracdo do composto de interesse, 0 ensaio E7 mostrou-se mais
eficiente para o processo de extracdo, apresentando maior concentracdo de antocianinas na fase

superior, apesar de um pH menos &cido.

A Figura 16 expressa os resultados obtidos atraves do processo de extracdo via SAB
para o coeficiente de particdo das antocianinas em diferentes condi¢cdes de pH, tempo e

temperatura.
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Figura 16. Coeficiente de particdo de antocianinas no processo de extracdo via SAB

Coeficiente de particdo

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

Observando a Figura 16, verifica-se que variando o pH a diferenga mais significativa
foi entre os ensaios 3 e 7, realizados a 33 °C durante 30 minutos. Nesse caso, ocorreu um
aumento no coeficiente de particdo das antocianinas, passando do pH 3,4 para 4,6. Esse
comportamento também foi observado no estudo feito por Wu et al. (2014), que constataram
que o aumento do pH (3 para 4) foi proporcional ao coeficiente de particdo. Os autores notaram
que quando pH variou de 3 para 4, o coeficiente de particdo melhorou de 9,52 a 17,46,
justificando que possivelmente devido ao decréscimo do pH, as antocianinas combinadas
gradualmente com H* enfraquecem a forca de ligacdo da fase de topo, diminuindo o coeficiente
de particdo. No entanto, 0 aumento do pH pode aumentar o potencial elétrico, sendo este
proporcional ao coeficiente de particdo, desta forma acarretam em um maior coeficiente de
particdo. Isso pode ser observado no presente estudo, onde o Ensaio 7 apresentou um maior

coeficiente de particdo das antocianinas.

Os coeficientes de particdo em todos os ensaios foram superiores a 1, o que indica que
as antocianinas tém maior afinidade com a fase superior (rica em etanol), devido a maior

polaridade da solucdo extratora, acarretando uma melhor extragdo com maior particao.

O Ensaio 7 foi o mais satisfatorio analisando a concentragdo de antocianinas e o

coeficiente de particdo, apesar do maior pH e temperatura. Tabaraki e Nateghi (2011) relatam
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que 0 aumento da temperatura de extracdo estd correlacionado a um maior rendimento de
extracdo, pois 0 aquecimento suave pode amaciar o tecido da planta, enfraquecendo a
integridade da parede celular e aumentando a solubilidade fitoquimicos, permitindo mais

compostos para distribuicdo no solvente.

A concentracdo de antocianinas na fase superior do ensaio 7 foi maior ao obtido pelo
método de Lees e francis (1972) realizado na caracterizacao do fruto que foi 109,55 g/100 g de

fruto, ratificando a eficiéncia de extracdo da técnica utilizada.
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CONCLUSAO

Os dados de equilibrio dos sistemas compostos por etanol, sulfato de aménio e dgua nas
temperaturas de 25 e 35 °C delimitaram de maneira satisfatoria as regides monofasicas e
bifasicas nos dois sistemas, apresentando boas correlagdes o que indica a confiabilidade dos

dados.

No estudo da estabilidade as solugOes de sulfato de amdnio e etanol apresentaram
resultados satisfatérios na conservacdo das antocianinas presentes no extrato de acai até 60
minutos, sendo boas alternativas para aplicacdo na particdo desta biomolécula. Foi verificado
que na linha de amarragcdo com maior comprimento (0.56) foi possivel obter melhor particdo
das antocianinas utilizando a casca de agai.

A melhor condicdo de extracdo deste estudo (33°C, 30 minutos e pH 4,6) apresentou
um coeficiente de parti¢do de antocianinas igual a 2,70, indicando a afinidade do composto pela
fase rica em etanol. A quantificacdo de antocianinas na fase superior do melhor ensaio de
extracdo via SAB foi 10.89% maior que o quantificado inicialmente pelo método de solugéo

extratora convencional, ratificando a eficiéncia da técnica utilizada para extracao.
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por Etanol + Sulfato de Aménio + Agua a 25°C

ANEXOS
ANEXO A - Fragdes massicas dos pontos da Curva Binodal referentes ao Sistema composto

Ponto W saL W eTon W 20 Ponto W saL W eToH W 20
1 03635 00634 05732 20 0.1436 02719 0,5845
2 0,3576 0,0662 0,5762 21 0,1369 0,2811 0,5821
3 0,3334 0,0757 0,5910 22 0,1336 0,2859 0,5805
4 0,3123 0,0895 0,5982 23 0,1122 0,3189 0,5689
5 0,3063 0,0945 0,5992 24 0,1086 0,3243 0,5672
6 0,2915 0,1050 0,6036 25 0,1009 0,3365 0,5626
7 0,2695 0,1234 0,6072 26 0,0944 0,3481 0,5575
8 0,2598 0,1322 0,6080 27 0,0885 0,3591 0,5524
9 0,2551 0,1367 0,6082 28 0,0841 0,3672 0,5487
10 0,2471 0,1439 0,6090 29 0,0799 0,3749 0,5452
11 0,2350 0,1575 0,6076 30 0,0764 0,3842 0,5394
12 0,2317 0,1606 0,6077 31 0,0669 0,4035 0,5296
13 0,2235 0,1707 0,6058 32 0,0603 0,4203 0,5194
14 0,2200 0,1741 0,6060 33 0,0513 0,4453 0,5034
15 0,2122 0,1862 0,6016 34 0,0395 0,4825 0,4781
16 0,1970 0,2014 0,6017 35 0,0214 0,5564 0,4222
17 0,1931 0,2068 0,6001 36 0,0141 0,5959 0,3900
18 0,1788 0,2250 0,5962 37 0,0112 0,6162 0,3727
19 0,1737 0,23347 0,59283 38 0,0080 0,6430 0,3490
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ANEXO B - Fragfes massicas dos pontos da Curva Binodal referentes ao Sistema composto

por Etanol + Sulfato de Aménio + Agua a 35°C

Ponto W saL W eton W 20 Ponto W saL W eTon W 20
1 0,3982 0,0397 0,5621 18 0,3982 0,0397 0,5621
2 0,3642 0,0594 0,5765 19 0,3642 0,0594 0,5765
3 0,3360 0,0740 0,5900 20 0,3360 0,0740 0,5900
4 0,3244 0,0799 0,5957 21 0,3244 0,0799 0,5957
5 0,3081 0,0899 0,6020 22 0,3081 0,0899 0,6020
6 0,2909 0,1022 0,6069 23 0,2909 0,1022 0,6069
7 0,2741 0,1155 0,6104 24 0,2741 0,1155 0,6104
8 0,2600 0,1281 0,6119 25 0,2600 0,1281 0,6119
9 0,2434 0,1431 0,6135 26 0,2434 0,1431 0,6135
10 0,2293 0,1587 0,6120 27 0,2293 0,1587 0,6120
11 0,2159 0,1742 0,6099 28 0,2159 0,1742 0,6099
12 0,2012 0,1925 0,6063 29 0,2012 0,1925 0,6063
13 0,1880 0,2100 0,6020 30 0,1880 0,2100 0,6020
14 0,1727 0,2306 0,5967 31 0,1727 0,2306 0,5967
15 0,1591 0,2496 0,5913 32 0,1591 0,2496 0,5913
16 0,1479 0,2655 0,5867 33 0,1479 0,2655 0,5867
17 0,1351 0,2845 0,5804

Anexo C — Dados da curva de calibracdo do Sistema Etanol + Sulfato de Amoénio + Agua a

25°C
Ponto W saL W EToH W 20 p (g/cm?)
1 0,3722 0,0458 0,5819 0,3722 £ 0,0002
2 0,3123 0,0895 0,5982 0,3123 + 0,0001
3 0,2580 0,1317 0,6104 0,2580 = 0,0001
4 0,1949 0,2012 0,6039 0,2012 + 0,0003
5 0,1432 0,2690 0,5878 0,2690 £ 0,0004
6 0,1115 0,3169 0,5716 0,3169 £ 0,0002
7 0,0843 0,3660 0,5497 0,3660 + 0,0007
8 0,0390 0,4844 0,4767 0,4767 = 0,0003
9 0,0214 0,5499 0,4287 0,4287 = 0,0005
10 0,0073 0,6564 0,3363 0,3363 = 0,0001

ANEXO D - Frag¢des massicas dos pontos da Curva Binodal referentes ao Sistema composto

por Etanol + Sulfato de Aménio + Agua a 35°C
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Ponto W saL W eTon W 20 p (g/cm’)
1 0,010146 0,519257 0,470597 0,9138 £ 0,0002
2 0,014399 0,469683 0,515918 0,9348 £ 0,0005
3 0,021951 0,417456 0,560593 0,9445 £ 0,0003
4 0,030323 0,3861 0,583578 0,9559 + 0,0001
5 0,039312 0,36312 0,597568 0,9664 + 0,0001
6 0,080303 0,267937 0,65176 1,0154 + 0,0002
7 0,108549 0,22527 0,666181 1,0458 + 0,0002
8 0,151544 0,177589 0,670867 1,0914 + 0,0003
9 0,203464 0,127735 0,668801 1,1498 + 0,0001
10 0,217127 0,114496 0,668377 1,1666 + 0,0006
11 0,259492 0,079265 0,661242 1,2173 £ 0,0003
12 0,286985 0,061408 0,651607 1,2503 + 0,0003
13 0,31611 0,044416 0,639474 1,2909 + 0,0006
14 0,320938 0,041939 0,637123 1,2948 + 0,0003
15 0,397407 0,01794 0,584653 1,3894 + 0,0002
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