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RESUMO

Os compostos fenolicos constituem um grupo de moléculas capazes de retardar ou inibir
algumas reagdes oxidativas em alimentos e organismos vivos, e por isso Sao
classificados como moléculas com propriedades antioxidantes, podendo ter aplicacdes
nas inddstrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas. A tecnologia de adsorcdo
empregando resinas poliméricas ndo-idnicas é um dos processos que vem sendo
utilizado pelas industrias de produtos naturais para recuperacdo de compostos fenolicos
a partir de extratos vegetais. Deste modo, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a
seletividade da adsor¢do face a misturas equimolares de dez compostos fendlicos (&cido
galico, acido siringico, acido ferralico, cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-rutinosideo,
rutina, quercetina, naringenina, catequina e apigenina), em experimentos de batelada (a
pH 3,5 e 25° C), sobre resinas macroporosas (XAD 2, XAD 761, XAD 1180, XAD 16,
XAD 7, EXA 118, EXA 45), bem como analisar a competicdo destes compostos pelos
sitios ativos das mesmas, através de isotermas de adsor¢do de misturas.
Complementarmente, estudou-se o comportamento adsortivo em leito fixo através de
curvas de ruptura de um extrato rico em varias familias de compostos fenolicos
(Euterpe oleracea) usando resinas selecionadas pelos estudos anteriores mencionados.
Os resultados mostram que os dados experimentais de adsorcdo se ajustaram bem ao
modelo de Langmuir, e seus parametros serviram de base para explicar as interag0es
soluto-soluto e soluto-adsorvente, assim como a competicao entre esses compostos. Isto
levou a evidenciar, juntamente com o estudo de seletividade sobre as resinas, que
compostos de natureza mais apolar, como a quercetina, naringenina e apigenina tiveram
maior afinidade com as resinas de carater apolar e porosidade menores. Logo, uma
sequéncia de resinas pode ser sugerida para o fracionamento parcial de compostos
fenolicos de extratos vegetais tomando como base esses resultados. A resina XAD 2
poderia ser empregada por exemplo, para obtencdo de fracdes apolares, enquanto as
resinas XAD 1180, EXA 45 e XAD 761 para as fragcdes contendo compostos de
polaridade intermediaria e por fim, as resinas EXA 118 (ou XAD 16) para obtencdo de
fragbes mais polares. A adsor¢do dindmica mostrou que a resina XAD 2 alcanca
rapidamente a zona de saturacdo, enquanto a EXA 118 apresenta comportamento
inverso. Por sua vez, a XAD 1180 apresentou comportamento intermediario. De
maneira geral, o presente estudo mostrou que se deve levar em conta ndo sO a
seletividade, mas também a capacidade adsortiva das resinas, caso 0 escopo do processo
de adsorcdo seja fracionar parcialmente compostos fendlicos de extratos vegetais
visando aplicacdes industriais. Para tanto, as resinas de carater intermediario (XAD
1180 ou XAD 761) poderiam atender a ambas as finalidades.

Palavras chaves: Seletividade, capacidade adsortiva, compostos fendlicos, Euterpe

oleracea Mart.



ABSTRACT

Phenolic compounds constitute a group of molecules able to delay or inhibit oxidative
reactions in foods and living organisms, and are therefore classified as molecules with
antioxidant properties and may have applications in food, pharmaceutical and cosmetic
industries. The adsorption technology using non-ionic polymeric resins is a process that
has been used by industries of natural products for recovery of phenolic compounds
from plant extracts. Thus, the aim of this study was to evaluate the selectivity of
adsorption for equimolar mixtures of ten phenolic compounds (gallic acid, syringic acid,
ferrulic acid, cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-rutinoside, rutin, quercetin, naringenin,
catechin and apigenin), in batch experiments (at pH 3.5 and 25 °C), on macroporous
resins (XAD 2, XAD 761, XAD 1180, XAD 16, XAD 7, EXA 118, EXA 45), as well as
analyzing the competition of these compounds onto the active sites of resins through
adsorption isotherms of mixtures. In addition, we studied the adsorptive behaviour on
fixed bed by using breakthrough curves of an extract rich in several families of phenolic
compounds (Euterpe oleracea) using resins selected by the previous studies. The results
show that the experimental adsorption data fitted well to Langmuir model and its
parameters were the basis for explaining the solute-solute and solute-adsorbent
interactions, as well as the competition between these compounds. This led to evidence,
along with the study of selectivity of the resins, that phenolic compounds of a more
apolar nature, such as quercetin, naringenin and apigenin, had a greater affinity with
resins of nonpolar characteristics. Therefore, a sequence of resins can be suggested for
the partial fractionation of phenolic compounds from plant extract on the base of these
results. The XAD 2 could be used for obtaining apolar fractions, while the resins
XAD 1180 (ou EXA 45) e XAD 761 for fractions containing compounds of
intermediate polarity; and finally, the resins EXA 118 (or XAD 16) to obtain the more
polar fractions. The dynamic adsorption showed that the XAD 2 quickly reaches the
saturation zone, while the EXA 118 shows the opposite behavior. In turn, XAD 1180
showed intermediate behavior. Overall, this study showed that one must take into
account not only the selectivity, but also the adsorption capacity of the resins if the
scope of the adsorption process is partially fractionate phenolic compounds of plant
extracts aimed at industrial applications. To this end, the resins of intermediate character
(XAD 1180 or XAD 761) could serve both purposes.

Keywords: Selectivity, adsorptive capacity, phenolic compounds, Euterpe oleracea
Mart.
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Estudo da adsorcéo seletiva de misturas de compostos fenolicos puros e de extrato de Euterpe oleracea
Introducéao

1 INTRODUCAO

Durante recentes décadas o interesse por metabolitos secundarios de plantas,
especialmente compostos fendlicos, tem aumentado substancialmente. Isso se deve
principalmente aos atributos “tecno-funcionais” e “bio-funcionais” destas moléculas ja
evidenciados em muitas pesquisas, de ambito mundial, conferindo-lhes efeitos
antiulcerosos, antiinflamatorios, antitromboticos, anticarcinogénicos, antibacterianos,

antialergéncios e hipocolesterolémico.

Tais beneficios a salde atribuidos a essas moléculas impulsionam o mercado
emergente de compostos nutracéuticos e funcionais, o qual busca cada vez mais por
técnicas eficazes de separacdo capazes de tornar disponiveis esses valiosos compostos
para aplicacao tanto no setor alimenticio como cosmeéticos e de drogas. Neste contexto,
a tecnologia de adsorcdo utilizando resinas sintéticas macroporosas é atualmente o
processo mais utilizado em grande escala para a recuperacdo de compostos fenolicos, a

partir de extratos vegetais brutos.

A aplicacdo de resinas sintéticas tem varias vantagens, tais como custos de
operacgdo relativamente baixos, manuseio simples e alta capacidade de adsor¢do para
diferentes classes de compostos fendlicos. Seus procedimentos de reutilizagdo séo
simples, resultando em longa vida util. Além disso, a utilizacdo desses adsorventes para
fins alimentares é autorizada e regulada pelo cddigo de regulamentacdo da Comunidade
Européia e pela Food and Drungs Administration (EUA) (DI MAURO et al., 1999,
2000, 2002).

Nos ultimos anos, estudos sobre a adsor¢ao de compostos puros e purificacdo de
extratos por resinas macroporosas tém avangado. Porém o mesmo ndo pode ser falado a
respeito de sistemas de multicomponentes, 0s quais na maioria das vezes sao

denominados complexos.

Neste contexto, o presente trabalho visa de maneira geral avaliar a adsorcéo de
misturas equimolares de compostos fendlicos sobre resinas macroporosas indicando as
resinas mais apropriadas para obtencdo de fracdes de diferentes polaridades, avaliar a

competicdo dos compostos fendlicos pelos sitios ativos das resinas através de isotermas
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Estudo da adsorcéo seletiva de misturas de compostos fenolicos puros e de extrato de Euterpe oleracea
Introducéao

e por fim, acompanhar o comportamento adsortivo dos fendlicos do acai em sistema

dindmico (coluna de adsorc¢do) através de curva de ruptura.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 COMPOSTOS FENOLICOS
2.1.1 Aspectos gerais

Os compostos fendlicos constituem o maior e mais distribuido grupo de metabdlitos
secundarios do reino vegetal (CHITARRA e CHITARRA, 2005). Sado usualmente
encontrados nos vacuolos das células vegetais e tendem a ser solGveis em &gua,

principalmente quando glicosilados (TEISSEDRE et al., 1996).

Nas plantas, os compostos fenolicos atuam de diversas formas, como fitoalexinas
(acdo antipatogénica), atrativos de animais polinizadores e/ou dispersores de frutos,
contribuem para pigmentacdo, agem como antioxidantes e na protecdo contra radiacdo
ultravioleta, entre outros. Na industria de alimentos, estes compostos contribuem
principalmente no amargor, adstringéncia, cor, flavor, odor e estabilidade oxidativa dos
produtos de origem vegetal (SHAHIDI e NACZK, 2004). Essas propriedades variam de

acordo com os tipos de compostos fendlicos encontrados nas matrizes alimentares.

2.1.2 Classificacdo

A diversidade de grupos funcionais e algumas especificidades encontradas nestes
compostos, como 0 nimero de anéis fendlicos e as estruturas elementares que ligam estes
anéis (MANACH et al., 2004), subdividem em vérias classes, que vdo desde fenois simples,
acidos fendlicos e flavonoides, até polimeros complexos como as ligninas e 0s taninos
(CHITARRA e CHITARRA, 2005).

2.1.2.1Acidos Fenolicos

Os &cidos fendlicos se caracterizam por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais hidroxila e/ou metoxila na molécula (SOARES, 2002). Em funcéo
da sua estrutura quimica eles podem ser subdivididos em dois grupos: os derivados do acido
benzoico e os derivados do acido cindmico (Quadro 1) (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Os acidos fendlicos contribuem para a qualidade sensorial e nutricional de frutas,

vegetais e alimentos derivados destes. Diretamente ou indiretamente eles podem influenciar
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na cor e na adstringéncia dos alimentos, aléem de serem de grande interesse devido sua

capacidade antioxidante (FLEURIET e MACHEIX, 2003).

Quadro 1. Alguns acidos hidroxibenzdicos e hidroxicinamicos encontrados em plantas.

R,
R, COOH
Rs Acidos hidroxibenzdicos
Nome Comum Nome Quimico R, R, R
Acido p-hidrobenzdico Acido 4-hidroxibenzdico Y OH H
Acido protocatecuico Acido 3,4-dihidroxibenzoico o4 OH H
Acido gélico Acido 3,4,5-trihidroxibenzdico O OH OH
Acido vanilico Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico OCH, OH H
Acido siringico Acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico OCH, OH OCH,
R,
; \ COOH
Ry Acidos hidroxicinamicos
Nome Comum Nome Quimico Ri R, Rs
Acido p-cumérico Acido 4-hidroxicinamico H OH H
Acido caféico Acido 3,4-dihidroxicinamico OH OH H
Acido ferrilico Acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico OCH; OH H
Acido sinépico Acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamico OCH; OH  OCH;,

Fonte: Adaptado de Shahidi e Naczk (2004).

Na natureza, de maneira geral, os acidos fendlicos sdo encontrados com maior

freqliéncia na forma de acilacbes de flavonoides; podendo ser sollveis e acumulados nos

vacuolos das células vegetais, ou entdo insoluveis e associados aos componentes da parede

celular. No entanto, algumas situacdes excepcionais podem promover o acimulo na forma

18




Estudo da adsorcéo seletiva de misturas de compostos fendlicos puros e de extrato de Euterpe oleracea
Revisdo da literatura

livre, tais como: condi¢Bes extremas de extracdo, perturbacdes fisioldgicas, contaminagdes
microbianas, anaerobiose, processamento de sucos de fruta, produgédo de vinho e em extratos
vegetais previamente submetidos a hidrolise (FLEURIET e MACHEIX, 2003).

a) Acidos Hiroxibenzoicos

Os é&cidos hidroxibenzdicos possuem uma estrutura geral do tipo Cg-C1 derivada
diretamente do acido benzdico (FLEURIET e MACHIEX, 2003) (Quadro 1). As variacdes na
estrutura destes compostos estdo diretamente ligadas as hidroxilagdes e/ou metoxilacdes
presentes no anel aromético (FLEURIET e MACHIEX, 2003).

Estes acidos estdo principalmente presentes nas formas O-glicosilados podendo ser
encontrados também nas formas esterificadas. A presenca da forma livre corresponde a
produtos de degradacdo das formas conjugadas, durante etapas do processamento como
extracdo ou subsequente hidrdlise (FLEURIET e MACHEIX, 2003).

Normalmente a concentragdo de &cidos hidroxibenzdicos em vegetais comestiveis é
muito baixa, com excecao das frutas vermelhas, rabanetes, cebola e do cha verde, os quais sdo
uma importante fonte de acido galico (CLIFFORD, 1999; MANACH et al., 2004). Eles
também podem ser encontrados como componentes de extruturas complexas, como as
ligninas e os taninos hidrolisaveis (galotaninos e elagitaninos) (MANACH et al., 2004;
JAGANATH e CROZIER, 2010).

b) Acidos Hidroxicinamicos

Os acidos hidroxicindmicos sdo mais comuns que os &cidos hidroxibenzoicos.
Raramente eles sdo encontrados na forma livre, exceto em alimentos processados que
sofreram congelamento, esterelizacdo ou fermentacdo (FLEURIET e MACHEIX, 2003;
GHARRAS, 2009).

Eles diferem-se dos &cidos benzoicos por apresentarem em sua estrutura uma “cauda”
contendo uma dupla ligagdo, o que lhes confere maior hidrofobicidade. A presenca desta
dupla ligacdo na cadeia lateral promove a existéncia das formas isoméricas cis (Z) e trans (E).
Os compostos predominantes na natureza estdo principalmente na forma trans, porém a
isomerizacdo pode ocorrer durante a extracdo, purificacdo, como também pela acdo da luz ou
de outros fatores quimicos e fisicos (FLEURIET e MACHEIX, 2003).
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O é&cido caféico, tanto na forma esterificada como livre, é geralmente o acido fendlico
mais abundante, representando 75% a 100% do conteudo total de acido hidroxicindmico em
muitas frutas. O 4cido caféico quando combinado com o é&cido quinico forma o acido
clorogénico o qual é encontrado em muitos tipos de frutas e em altas concentragfes no café
(MANACH et al., 2004; GHARRAS, 2009).

Nos grdos de cereais, 0 acido hidroxicindmico mais abundante é o &cido ferrulico
(MANACH et al., 2004). Entretanto, muitos outros alimentos basicos como frutas citricas,
banana, café, suco de laranja, berinjela, brotos, beterraba, repolho, espinafre e brdcolis
também se mostram como algumas fontes deste acido (CLIFFORD, 1999; SAKAKIBARA et
al., 2003; ZHAO e MOGHADASIAN, 2008). Na maioria dos legumes e frutas, o acido
ferralico é encontrado na forma conjugada, estando ligado ao &cido quinico (no café, repolho
e cenouras), ao acido tartarico (na uva), ao acido malico (em rabanete), ou a mono ou
dissacarideos como no caso da glicose (no repolho) e di-galactose (no espinafre)
(CLIFFORD, 1999; ZHAO e MOGHADASIAN, 2008).

2.1.2.2Flavondides

Os flavonoides e as suas formas conjugadas representam um grande grupo de
compostos naturais (GROTEWOLD, 2006) que apresentam em sua estrutura quimica 15
atomos de carbonos do tipo Cg-C3-Cg, consistindo em dois anéis aromaticos (0s anéis A e B)
ligados por um terceiro anel (o anel-C) (Figura 1) (DAAYF e LATTANZIO, 2008).

Na natureza, os flavondides encontram-se freqiientemente na forma glicosilada (O- ou
C-glicosideo). A forma O-glicosideo apresenta a substituicdo de um grupo hidroxil por um
acucar, normalmente localizado nas posi¢des 3 ou 7 do esqueleto aglicona dos flavondides;
enquanto que no C-glicosideo, a molécula de agucar estd ligada diretamente no atomo de
carbono da aglicona, geralmente nas posicdes 6 e 8. Os carboidratos mais comuns sao:

ramnose, glucose, galactose e arabinose (RIJKE et al., 2006).
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Figura 1. Estrutura base dos flavonoides, identificacdo dos anéis e numeracdo dos atomos de
carbono. Fonte: Grotewold (2006).

Visto que os flavondides sdo polifendis, eles normalmente apresentam duas bandas de
absorcdo no ultravioleta: a banda Il, compreendida entre 240 a 285 nm, relacionada com o
anel A, e a banda | com, variacdo entre 300 e 550 nm, que esté relacionada com o anel B
(HURST, 2002).

O grau de oxidacdo do anel C, juntamente com a localizacdo do anel B nas posicdes
C-2 ou C-3 e as diferentes substituicdes que o esqueleto dos flavonoides podem sofrer (como
hidroxilacéo e glicosilacdo,) definem as varias classes de flavondides (GROTEWOLD, 2006).

Essas modificacdes permitem classifica-los em seis distintas classes.

O Quadro 2 apresenta as principais classes de flavonoides e exemplos dos principais
COmMpOstos.
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Quadro 2. Diferentes estruturas de distintas classes de flavondides e suas substitui¢des.

Nome SubstituicBes
Engeletina 5=7=4'=0H; 3= O-ramnosideo
Astilbina 5=7=3'=4'=0H; 3= O-ramnosideo
Genistina 5=4'=0H; 7= glucosideo
Taxifolina 5=7=3'=4'=0OH
Nome SubstituicBes
Naringina 5=4'=0H; 7= neoesperidina
Naringenina 5=7=4'=0OH
Eriodictiol 5=7=3'=4'=0OH

Flavanona Hesperidina 5=3'=0H; 4'= O CHg; 7= rutinosideo
Nome SubstituicBes
Apigenina 5=7=4'=0OH
Luteolina 5=7=3'=4'=0OH
Diosmetina 5=7=3'=0H; 4'=0CH;,
Tricina 5=7=4'=0H; 3'=5'=0CHj
Sinensetina 5=6=7=3"=4'=0CHs;

Flavona Tangeretina 5=6=7=8=4"= OCHj
Nobiletina 5=6=7=8=3"=4’= OCH;,
Isovitexina 5=7=4’=0H ; 6=glucosideo
Nome SubstituicBes
Daidzeina 7=4'=0OH
Genisteina 5=7=4'=0OH
Daidzina 4’=0H ; 7= glucosideo

Isoflavona
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Quadro 2. Continuacao

Nome Substituicdes
Fisetina 7=3'=4'=0OH
Campferol 5=7=4'=0OH
Morina 5=7=2'=4'=0H
Herbacetina 5=7=8=4'=0OH
Quercetina 5=7=3'=4'=0H
Rutina 3=0- rutinosideo; 5=7=3'=4'=0H
Robinetina 7=3'=4'=5'=0OH
Miricetina 5=7=3'=4'=5'=0OH
Gossipetina 5=7=8=3'=4'=0OH
Nome SubstituicBes

Pelargonidina
Cianidina
Cianidina-3-glucosideo

Cianidina-3-rutinosideo

5=7=4'=0OH
5=7=3'=4'=0OH
3=0- glucosideo; 5=7=3'=4'=0OH

3=0- rutinosideo; 5=7=3'=4'=0H

Antocianidina (3=0OH) Peonidina 5=7=4'=0H; 3'=OCH,4
e
L ; Delfinidina 5=7=3'=4'=5'=0OH
Antocianinas (3=agUcar)
Petunidina 5=7=4'=5'=0H; 3'=0CH;
Malvidina 5=7=4'=0H; 3'=5'=0CH;
Nome SubstituicBes

Catequina (2R, 3S)
Epicatequina (2R, 3R)
Epigalocatequina (2R, 3R)
Epicatequina galato (2R,3R)

Epigallocatequina galato (2R, 3R)

5=7=3'=4'=OH
5=7=3'=4'=OH

5=7=3'=4'=5'=OH

5=7=3'=4'=0H; 3-éster de ac. galico

5=7=3'=4'=5'=0H; 3- éster de &c. galico

Fonte: Naczk e Shahidi (2004); Silva (2006).
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2.2 ACAI: MATRIZ ALIMENTAR RICA EM COMPOSTOS FENOLICOS

O acaizeiro (Euterpe oleracea, Mart.) (Figura 2) destaca-se por ser a palmeira mais
produtiva do estuéario amazénico (JARDIM, MOURAO e GROISSMAN, 2004).

O fruto, matéria-prima para a obtencdo do suco de acai, bebida simbolo do estado do
Para, é o principal produto oriundo da palmeira (JARDIM, MOURAO e GROISSMAN,
2004). Sua frutificacdo ocorre durante todo o ano, com pico de producdo na época de menor
precipitagdo, entre os meses de julho e dezembro (ROGEZ, 2000).

Figura 2. (A) Acgaizeiro; (B) Frutos do acaizeiro; (C) Frutos e bebida acai. Fonte: Santana e

Costa (no prelo).

Devido a sua alta perecibilidade e falta de estudos que apontassem a sua alta qualidade
nutricional, o consumo e a comercializacdo da bebida acai, ficaram por muito tempo, restritos
apenas ao ambito regional. Entretanto, nos Ultimos 20 anos, 0 aumento do interesse
internacional e da rede de distribui¢do tém elevado a producéo de frutos bem como de polpa e
de seus derivados (PACHECO-PALENCIA; HAWKEN e TALCOTT, 2007a).

Estima-se que a producdo nacional de frutos da palmeira acai totalizou 108.033
toneladas, em 2007, sendo 6,6% maior que a de 2006. O principal produtor foi o Estado do
Pard, que na temporada 2007 concentrou 86,8% da producdo nacional. No Pard, encontram-se
dezessete dos vinte maiores municipios produtores de frutos de agaizeiros nativos do pais
(IBGE, 2008).

Estudos preliminares sobre a composicdo dos frutos de acai e seu valor nutritivo

tiveram inicio no século passado. Entretanto, foi nas trés Gltimas décadas que a polpa desse
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fruto foi objeto de estudos mais aprofundados no que diz respeito a sua composi¢do quimica
(JARDIM, MOURAO e GROISSMAN, 2004).

A potencialidade desta bebida, comum ao estuario amaz6nico, ndo se restringe apenas
ao seu sabor exotico ou ao elevado valor enérgico, mas também, a sua riqueza fendlica
(POZO-INFRANS, BRENES e TALCOTT, 2004; GALLORI et al., 2004; SCHAUSS et al.,
2006; PACHECO-PALENCIA, DUNCAN e TALCOTT, 2009).

Estudos comprovam a predominancia de uma classe particular dos flavondides no
acai, chamada de antocianinas. Esses pigmentos hidrossollveis, responsaveis pela coloracédo
violeta da bebida (ROSSO et al., 2008), juntamente com outras classes de fendlicos,
proporcionam elevada capacidade antioxidante e conseqlientemente, grande habilidade em
inibir reagbes oxidativas (PACHECO-PALENCIA, HAWKEN e TALCOTT, 2007b).
Segundo Rogez (2000), o teor de antocianinas varia de 300 a 2000 mg/kg de frutos e a
concentracdo e o perfil de antocianinas do agai variam conforme a espécie, variedade, grau de
maturidade, condi¢Oes sazonais, area de producao, entre outros fatores. Além disso, o teor de

antocianinas constitui um critério de qualidade dos frutos e da bebida.

Além das antocianinas, outros fendlicos foram identificados no acai. Pacheco-
Palencia, Duncan e Talcott (2009) em seus estudos objetivando analisar a composicao
quimica, capacidade antioxidante e a estabilidade térmica de duas espécies de acai, entre elas
Euterpe oleracea, evidenciou que dentre os compostos fenolicos ndo-antociénicos a orientina
e homoorientina se mostram predominantes, representando cerca de 50% deste total de

flavondides ndo antocianicos.

Kang et al. (2010) avaliando a capacidade antioxidante de flavonoides isolados da
polpa de acai, identificou e isolou orientina e homoorientina, além de vitexina, luteolina,

crisoeriol, quercetina e dihidrocampferol.

No Quadro 3, € possivel visualizar todos os compostos fenolicos ja encontrados no

acai.
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Quadro 3. Compostos fendlicos ja identificados no acai .

Acidos fenélicos

Referéncia

Acido protocatecuico
Acido p-hidroxibenzoico
Acido vanilico

Acido siringico

Acido ferralico

Acido p-coumarico
Acido galico derivativo
Acido galico

Acido elagico

Acido elagico derivativo

1,2,3,57,10,11, 14
1,2,3,5 710,11, 14
1,2, 310,11, 14
1,10, 14

1,2, 310,11, 14
2,3,11

2

11

11

11

Antocianinas

Cianidina-3-glucosideo
Cianidina-3-rutinosideo

1,3,4,6,7,8,11,13, 14
1,3,4,6,7,8,13,14

Peonidina-3-rutinosideo 1,3,4,7,13
Cianidina-3,5-hexose pentose 4
Pelargonidina-3-glucosideo 4,11
Peonidina-3-glucosideo 4,8
Cianidina-3-(acetil) hexose 4
Cianidina gluc. Derivativa 6
Peonidina derivativa 6,7
Pelargonidina-rutinosideo 7
Pelargonidina derivativa 7
Delfinidina derivativa 7
Petunidina derivativa 7
Malvidina derivativa 7
Cianidina-3-sambubiosideo 8
Cianidina-3-arabinosideo 9
Cianidina-3-arabinosil-arabinosideo 9
Peonidian-3-(6"-malonilglicosideo) 13
Delfinidina- 3-glucosideo 13
Flavonois

Quercetina-rutinosideo (rutina) 7
Quercetina 15
Dihidrocampferol 15
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Quadro 3. Continuagao

Flavonas Referéncia
Apigenina 6-C-glucosideo-8-C-arabinosideo 14
Apigenina 6,8-di-C-glucosideo 14
Luteolina 15
Luteolina di-glucosideo 1

Apigenina di-glucosideo 1

Taxifolina derivativa 1
Isoorientina (luteolina-6-C-glucosideo) 1

Orientina (luteolina-8-C-glucosideo) 1, 6,8,14,15
Isovitexina derivativa 1

Vitexina 15
Taxifolina deoxihexose 1,6,8
Isovitexina (apigenina-6-C-glucosideo) 1,6,8, 14
Escoparina (crisoeriol-8-C-glucosideo) 1,8,15
Homoorientina 1,6, 8,14,15
Homoorientina derivativa 6

Flavanais

(+)-Catequina

1,2,3,7,10,11, 14

(-)-Epicatequina 1,2,35 11
Procianidinas

Dimero de procianidina 1,2,3,7, 14
Trimeros de procianidina 1,2,3,7,14
Tetrameros de procianidina 7

Dimeros a pentameros de procianidina 5
Mondmeros a decameros e polimeros 8

Estilbens

Resveratrol 8

Lignanas

10 compostos 12

Entre parénteses estdo as matrizes estudadas por cada autor.

1: PACHECO-PALENCIA, DUNCAN e TALCOTT, 2009 (Acai comercial); 2: PACHECO-PALENCIA, HAWKEN e TALCOTT, 2007b
(sucos e fragBes de suco); 3:PACHECO-PALENCIA, HAWKEN e TALCOTT, 2007a (polpa de agai); 4:ROSSO et al., 2008 (polpa
liofilizada); 5: RODRIGUES et al., 2006 (frutos de agai); 6: GALORI et al., 2004 (polpa de acai); 7: LICHTENTHALER et al., 2005 (polpa de
acaf); 8: SCHAUSS et al., 2006 (polpa de acai); 9: BOBBIO et al., 2000 (polpa de acai); 10: PACHECO-PALENCIA, TALCOTT e
TALCOTT, 2008 (6leo de extrato e acai clarificado); 11: POZO-INSFRAN, BRENES e TALCOTT, 2004 (polpa fresca); 12: CHIN et al., 2008
(polpa de acai); 13:HOGAN et al., 2010 (polpa liofilizada ); 14: PACHECO-PALENCIA e TALCOTT, 2010 (polpa de acai); 15: KANG et al.,
2010 (polpa liofilizada).
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2.3 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tornou-se a técnica mais popular de
separacdo de compostos fendlicos, tanto em escala analitica como preparativa. As inovacées
nas instrumentacGes, nos materiais de empacotamento, e na tecnologia das colunas, estdo
sendo introduzidas freqlientemente, fazendo com que a técnica se torne cada vez mais atrativa
(ANDERSEN e MARKHAM, 2006).

De acordo com a polaridade das duas fases, a CLAE pode ser classificada em fase
normal, quando a fase estacionaria é polar e a fase movel é apolar e em fase reversa, quando a
fase estacionaria é apolar e a fase mdvel é polar (CECCHI, 1999). A CLAE fase reversa € o
método de referéncia usado para as analises de compostos fenolicos (ROBARDS et al., 1999).
De acordo com Andersen e Markham (2006), mais de 90% dos métodos de CLAE
empregados para separacdo de compostos fendlicos utilizam como fase estacionéria coluna do

tipo Cyg.

A fase normal é raramente utilizada, a ndo ser para a analise de flavondides agliconas
fracamente polares (como as antocianinas), de flavonas polimetoxiladas, de flavanonas, de
isoflavonas ou de proantocianidinas (ANDERSEN e MARKHAM, 2006).

A fase mdvel da CLAE deve ser um solvente que respeite algumas caracteristicas
impostas por esse método analitico. A principal caracteristica € que a fase mdvel dissolva a
amostra sem qualquer interacdo quimica entre ambas. Esta fase deve ter alto grau de pureza
para que se possam fazer analises de alta sensibilidade, pois as impurezas podem interferir na
deteccdo do analito por UV (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

A fase mdvel deve ser compativel com o detector empregado e, também possuir
polaridade adequada para permitir uma separacdo conveniente dos componentes da amostra.
Embora existam varios solventes trés deles sao mais empregados: &gua, metanol e acetonitrila
(COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

Para eluicdo dos compostos fenolicos € bastante comum o emprego de misturas de
solventes: acetonitrila-agua, metanol-agua, com ou sem pequenas quantidades de &acido.
Ocasionalmente, outros solventes como tetrahidrofurano, isopropanol ou n- propanol séo
empregados (ANDERSEN e MARKHAM, 2006). As modificacfes acidas sdo necessarias

para suprimir a ionizacao de grupos hidroxil dos compostos fenélicos, originando picos mais
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finos e caudas menos saliente. Os acidos habitualmente utilizados séo: acido acético, formico,
perclorico, trifluoroacético ou fosférico; contudo, solugbes tampdes também sdo utilizadas,

principalmente os tampdes acetato e fosfato (ROBARDS, 2003).

A deteccdo por ultravioleta-visivel (UV-Vis) atraves do dispositivo de rearranjo de
diodos (DAD) é o método mais utilizado, atualmente, para os compostos fenélicos. Este tipo
de detector caracteriza-se por ser capaz de emitir ondas a fim de identificar e quantificar
compostos fenodlicos com base no seu espectro UV-Vis e no tempo de retencdo, comparado
com um padrdo fendlico conhecido e previamente caracterizado pelo CLAE (CHIRINOS,
2008). Através deste tipo de detector pode-se obter espectros completos na regido
ultravioleta/visivel durante as analises cromatograficas (ESCRIBANO-BAILON e SANTOS-
BUELGA, 2003). Em fungcdo da maxima absor¢do UV-Vis, os compostos fenolicos séo
freqlientemente identificados e quantificados usando quatro diferentes comprimentos de onda:
280 nm para os derivados dos acidos hidroxibenzdicos, flavan-3-dis (incluindo seus dimeros)
e dihidroxichalconas; 320 nm para os derivados dos &cidos hidroxicindmicos, 360 nm para 0s
flavonois e 520 nm para as antocianinas (TSAO e YANG, 2003). A Tabela 1 mostra 0s

comprimentos de onda de algumas familias de compostos fendlicos.

Tabela 1. Espectros de absor¢do de algumas classes de compostos fendlicos.

Classe dos Absorcio UV Absorcéo UV Visivel
compostos Banda Il (Aax) Banda | (Aax) (Mmax)
Acidos benzdicos 270-280 - -
Acidos cindmicos 290-300 - -
Antocianinas 240-280 315-325 500-550
Flavondis 250-270 350-380 -
Flavanois 270-280 - -
Flavonas 250-270 330-350 -
Flavanonas 270-295 300-330 -
Isoflavonas 245-270 300-340 -
Chalconas 220-270 340-390 -

Fonte: Robards et al. (1999).

Sakakibara et al. (2003) otimizaram um método capaz de quantificar varios tipos de
compostos fendlicos em vegetais, frutas e chas, utilizando cromatografia de alta eficiéncia

(Figura 3). Para tanto, foi utilizado uma coluna fase reversa Cig (250 x 4,6 mm, 5um) e fase
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movel composta por fosfato de sddio a pH 3,3 e metanol. Foi utilizado uma taxa de fluxo de

ImL/min.

#— Simple polyphenols—# Anthraguinones
H— Flavonoid glycosides ——— =

A Flavonoid aglycones ————————————®

= Catechins—# Chalcones

. + g

4— Anthocyanins ——® )
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S 18
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204

Figura 3. Cromatograma obtido por CLAE de 28 compostos fenolicos diferentes. As classes
dos compostos estdo apresentadas na parte superior do cromatograma. Fonte: Sakakibara et
al. (2003).

2.4 ADSORCAO
2.4.1 Aspectos gerais

A adsorcdo € um processo que vem sendo utilizado na recuperacdo, concentragéo,
separacao e purificacdo de compostos, 0s quais podem apresentar alto valor agregado, como
os compostos fenolicos. Trata-se de uma técnica que tem sido empregada principalmente
devido aos baixos custos, pois ndo demanda energia como 0s demais processos de separacéo,
ocorre a baixas pressdes, necessita de tempos relativamente curtos de operagdo, apresenta
possibilidade de reutilizacdo do material adsorvente, ndo ha transformacgdes dos compostos
desejados e, ainda, € um processo seletivo (GEANKOPLIS, 1993).

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, 1997),
adsorcao pode ser definida como o enriquecimento de um ou mais componentes huma camada
interfacial, ou seja, € um processo de transferéncia de um ou mais constituintes de uma fase

fluida ou gasosa para a superficie de uma fase sélida.
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O fendmeno da adsor¢édo pode ser classificado como fisico ou quimico dependendo do
tipo de forga de interagdo. Na adsorc¢éo fisica, também chamada de fisiossor¢édo ou adsor¢ao
de van der Waals as forcas envolvidas incluem atracdo por forcas de van der Waals e/ou
interacdo eletrostatica. Casualmente, pode ocorrer deslocamento de elétrons, entretanto, estes
ndo sdo compartilhados entre adsorvente e adsorbato (HINES e MADDOX, 1985).

A adsorcdo fisica € preferida em processos de adsorcdo, principalmente em nivel
industrial, pois nestes tipos de processos, as substancias sao mais facilmente liberadas da
superficie do adsorvente, e este pode ser novamente utilizado (TREYBAL, 1981; RUTHVEN,
1984).

A adsorcdo quimica, também chamada de quimiossor¢do ou adsor¢do ativada, € 0
resultado de interacdo quimica entre o adsorvente e a substancia adsorvida. Ocorre formagao

de ligacGes quimicas, envolvendo o rearranjo de elétrons do adsorbato, que interage com a

superficie do adsorvente (CIOLA, 1981; TREYBAL, 1981).

Os principais critérios para diferenciar a adsorcéo fisica da quimica estdo descritas no

Quadro 4.

Quadro 4. Principais diferencas entre adsorcao fisica e adsorcdo quimica.

Caracteristica

Adsorcéo fisica

Adsorcéo quimica

Calor de adsorc¢éo

Pequeno, da mesma ordem
que a liquefacdo normal

Elevado, muitas vezes, maior
do que o calor normal de
liquefagéo

Velocidade de adsorcéo

Regulada pela resisténcia ao
transporte de massa

Regulada pela resisténcia a
reacao superficial

Especificidade

Baixa, toda a superficie é
disponivel & adsor¢éo

Elevada, limitada aos sitios
especificos do adsorvente

- Adsorcdo em mono ou | Adsorgao somente em
Cobertura da superficie .
multicamadas monocamadas
uantidade adsorvida por ]
Q ) P Elevadas Baixas
unidade de massa
Transferéncia de elétrons

Tipo de ligagéo

Van der Waals (ndo ocorre
transferéncia de elétrons)

entre o adsorbato e o

adsorvente

Fonte: Hougen, Watson e Ragatz (1984); Ruthven (1984).
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Uma vez que a adsorcdo € um fendmeno de superficie, é importante que os
adsorventes proporcionem uma grande area superficial externa e interna associada a sua
estrutura porosa. A capacidade de adsorcdo depende, portanto, do tipo e tamanho dos poros,
bem como da sua distribuicdo, e da natureza da superficie do adsorvente. Segundo a IUPAC,
0s poros num adsorvente séo classificados em fungéo do diametro como: macroporos (® > 50

nm), mesoporos (2 < ® <50 nm) e microporos (® < 2 nm).

2.4.2 Resinas macroporosas

O termo “resina” se refere a uma estrutura complexa formada por unidades
monoméricas constantes, ligadas numa espécie de rede. Os feixes dessas redes sao
interligados transversalmente por meio de um monémero bifuncional (ligacdes cruzadas ou
cross-linking), formando na maioria dos casos, esferas de tamanho padronizado (YANG,
2003).

A proporgdo das ligacBes cruzadas define as caracteristicas fisicas, o grau de
resisténcia frente a agitacdo mecanica, a temperatura e a pressao, além do comportamento
quando em contato com diferentes solventes. Um elevado grau de ligagbes cruzadas torna a
resina menos favoravel ao inchamento, menos quebradi¢ca e consequentemente, com alta
rigidez fisica (MARQUARDT e EIFLER-LIMA, 2001).

As resinas poliméricas podem ser apolares, como as de estirenodivinilbenzeno
(SDVB), ou levemente hidrofilicas, como as de acrilico. Elas apresentam alta capacidade de
adsorcao, seletividade pelo material a ser adsorvido, facil regeneracéo e custo relativamente
baixo, 0 que justifica sua grande utilizacdo. A grande vantagem no uso destas resinas como
adsorvente estd relacionada a boa estabilidade quimica e mecénica que apresentam assim
como facil regeneracdo para multiplos ciclos de adsor¢do/dessorcao e caracteristicas de sor¢ao

reprodutivas e elevados fatores de pré-concentracdo (YANG, 2003).

A Figura 4 ilustra uma visualizacédo regressiva (da macro-escala ao nivel molecular) de

uma resina polimerica.
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Granulos de resinas

matriz

Figura 4. Exemplo de uma visualizagdo regressiva de uma resina, partindo de uma esfera
seguida de um feixe e as cadeias que a compGe até a formula molecular do polimero (matriz).
Fonte: Adaptado de Marquardt e Eifler-Lima (2001); Aleksieva et al. (2006).

2.4.3 Sintese de resinas macroporosas

Na atualidade, as resinas poliméricas nao iénicas (em especial as de SDVB), acrilicas
e fenodlicas, objetos de estudo deste trabalho, tém recebido grande atencdo da comunidade
cientifica, por sua utilizacdo na separacdo/purificacdo de compostos fenoélicos, principalmente
os flavonoides. Algumas destas resinas sao preparadas atraves de polimerizacdo de misturas

de estireno e divinilbenzeno.

A formacdo dos poros durante o processo de fabricacdo das resinas se da por adicao de
um solvente porogeno, que no caso das resinas de SDVB, muitas vezes &€ o tolueno
(SHERRINGTON, 1998). A interacdo termodinamica entre este solvente e o polimero, afeta
diretamente a estrutura fisica do poro formado. Esta interacdo se d& em fungédo de parametros
de solvatabilidade deste solvente na estrutura interna da resina (RODRIGUES et al., 2007). A

Figura 5 ilustra o processo de formacéo da rede porosa de uma resina de SDVB.
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As resinas formadas sdo separadas por filtracdo e os tragcos de SDVB e outros
solventes organicos que ndo reagiram sdo removidos por extracdo do tipo Soxhlet
(SHERRINGTON, 1998).

Figura 5. Acdo do porégeno na formacdo da morfologia de uma resina macroporosa. (a)
Resina na forma de gel; (b) Adicdo do pordgeno e inicio da formagdo dos poros; (c) Formacéo
da rede porosa; (d) Inicio da separacdo da fase porosa e do porégeno; (e) ‘Molde’ da fase

porosa e (f) Fase porosa completa. Fonte: Sherrington (1998).

Segundo o boletim técnico da empresa Rohm e Haas as resinas obtidas da
copolimerizacdo em suspensao de estireno (ES) com divinilbenzeno (DVB) séo formadas por
esferas mindsculas semi-rigidas, sendo compativeis com muitos solventes organicos e
apresentam adequada resisténcia mecénica e quimica. Além disso, sdo 0s suportes mais

usados para insercao de grupos funcionais, gracas a facilidade de reacdo do anel benzénico.

As resinas XAD- 2, XAD- 1180 e EXA- 118 sdo polimeros adsorventes macroporosos
que apesar de serem similares estruturalmente (Figura 6-A), diferem-se principalmente em
relacdo as suas caracteristicas fisicas como: area superficial, tamanho do poro e porosidade.
Segundo Rohm e Haas (2008), estas resinas sdo ndo-idnicas, hidrofdbicas e apresentam
ligacBes cruzadas, as quais derivam das propriedades adsortivas originadas da presenca de
uma estrutura macroreticular (contendo uma fase de polimeros continuos e uma fase de poros

continuos).

Entre os parametros que afetam a capacidade de uma resina se ligar a um determinado
adsorbato esta o tamanho do poro e a area superficial. Algumas literaturas (TEIXEIRA,
COUTINHO e GOMES, 2001) correlacionam uma relacdo inversa entre area da superficie e
tamanho do poro: quanto menor o tamanho do poro, maior seré a area da superficie; e quanto

maior a area superficial do adsorvente maior sera sua capacidade de adsorc¢éo.
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Figura 6. Estrutura quimica das resinas alvo deste estudo. (A) resinas de
estirenodivinilbenzeno; (B) resinas acrilicas; (C) resinas fenodlicas. Fonte: Rohm e Haas
(2008).

A resina XAD-7 é considerada um polimero macro-reticular, acrilico, hidrofilico e de
polaridade intermediaria (Figura 6-B). As resinas de natureza alifatica podem adsorver
compostos ndo-polares de sistemas aquosos, assim como substéncias polares de solventes
ndo-polares. Esta capacidade é proveniente da estrutura macro-reticular constituida de uma
fase polimérica e uma fase porosa (ROHM e HAAS, 2008).

Por outro lado, a resina XAD-761 se distingue de todas as outras por ser um
adsorvente fendlico de alta porosidade indicado para remover impurezas organicas de
solugdes por adsorcdo. Os grupos fenolicos hidroxil e metoxil presentes nestes adsorventes

permitem propriedades hidrofilicas (Figura 6-C).
2.4.4 1sotermas de equilibrio

Isotermas de adsor¢do sdo curvas obtidas a partir da quantidade de soluto adsorvido
em funcdo da concentracdo desse soluto na solucdo de equilibrio. Vérias séo as formas de
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isotermas conhecidas até hoje, os primeiros tipos foram sugeridos por Brunauer em 1938.
Elas podem ser estudadas através de experimentos em batelada e utilizadas para predizer a
adsorcdo de forma dindmica e o comportamento de adsorventes em processos cromatograficos

por coluna de separacdo (DO, 1998).

Giles, Smith e Huitson (1974) dividiram as isotermas de adsorgdo em quatro principais
classes (Figura 7), de acordo com sua inclinagdo inicial. As quatro classes foram nomeadas de
isotermas do tipo S ("Spherical™), L ("Langmuir”), H ("High affinity") e C ("Constant
partition”) e cada classe, por sua vez, foi subdividida em varios subgrupos, baseados na forma

das partes superiores da curva.

a)lsotermas do tipo S

Este tipo de isoterma tem inclinacdo linear e convexa em relacdo a abscissa. A
adsorcdo inicial é baixa e aumenta a medida que o numero de moléculas adsorvidas aumenta.
Isto significa que houve uma associacao entre moléculas adsorvidas, que pode ser chamada de

adsorcéo cooperativa.

b) Isotermas do tipo L

A forma L possui inclinagéo néo linear e concava em relagdo a abscissa. Nesse caso,
h&d uma diminuicdo da disponibilidade dos sitios de adsorcdo quando a concentracdo da
solucdo aumenta. Este tipo de isoterma sugere que ndo ha competicdo entre o solvente e o

adsorbato pelos sitios de adsorcdo dos adsorventes.

c) Isotermas do tipo H

Trata-se de um caso especial de curva do tipo L e € observada quando a superficie do

adsorvente possui alta afinidade pelo soluto adsorvido.

d) Isotermas do tipo C

Corresponde a uma parti¢do constante do soluto entre a solucéo e o adsorvente, dando
a curva um aspecto linear. As condi¢fes que favorecem as curvas do tipo C sdo substratos

porosos flexiveis e regides de diferentes graus de solubilidade para o soluto.

As isotermas do tipo C e L sdo frequentemente muito proximas, podendo ser, em

muitos casos, consideradas do mesmo tipo.
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Figura 7. Classificagdo das isotermas de adsor¢do segundo Giles, D’Silva ¢ Easton (1974) ¢
Giles, Smith e Huitson (1974).

Na predicdo das isotermas de sorc¢do utilizam-se comumente dois modelos: o de
Langmuir e o de Freundlich, que s&o os mais utilizados pela sua grande aplicagéo, pelo
limitado nimero de ajustes necessarios, pela larga faixa de condi¢bes de operacdao (CHU et
al., 2004) e para explicar a adsorcdo de compostos biologicos (RIBEIRO, SILVEIRA,;
FERREIRA-DIAS, 2002).

2.4.4.1Modelo de Langmuir

A isoterma de sor¢do de Langmuir é a mais conhecida e a mais utilizada na sorcao de
um soluto de uma solugdo. Segundo Langmuir (1918) este modelo assume que:

- as moléculas adsorvidas formam uma monocamada na superficie do adsorvente;
- cada sitio para adsor¢ao é equivalente em termos de energia de adsorcao;
- ndo hé interacGes entre moléculas adsorvidas adjacentes.

O modelo de Langmuir, para solugdes diluidas, pode ser expresso pela seguinte
equacdo matematica abaixo (LANGMUIR, 1918):
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:QMaLCS — KLCS
1+a,C; 1+a.C,

as (Eq.1)

Onde: gs (mg/g) é a massa de soluto adsorvido por massa de adsorvente, também conhecida
como capacidade adsortiva; Cs (mg/L) é a concentracdo do soluto em solucdo (fase liquida),
no equilibrio; a. (L/mg) e Qu (mg/g) sdo as constantes de Langmuir, sendo que a,_ é a razdo
entre a sorcdo e dessorcdo a taxas constantes (constante de equilibrio) e Qv € a capacidade
méaxima de sorcdo correspondente a cobertura completa da monocamada (LANGMUIR,
1918) e por altimo K. (L/g) = a_Qw é a adsorvidade do soluto.

2.4.4.2 Modelo de Freundlich

O modelo de Freundlich é uma equacao empirica, para sistemas de adsor¢do nao ideais
em superficies homogéneas. E amplamente utilizada na adsorgio de compostos organicos de
solugdes aquosas, em carvao ativado (DO, 1998). Este modelo de isoterma descreve as
condicdes de equilibrio para adsorcdo na superficie, de forma heterogénea e ndo assume a
capacidade de formacdo de uma Unica camada (FREUNDLICH, 1909). A equacdo de
Freundlich pode ser expressa da seguinte forma:

0, =K:Cr  (Eq2)

Onde: K (L/g) e be (adimensional) sdo constantes empiricas que dependem de alguns fatores
intrinsecos: a solucdo, o soluto e o adsorvente. Através do Kg tem-se uma indicacdo da
capacidade de adsorcdo do adsorvente, e 0 expoente br da uma indicacdo da facilidade e da
intensidade da adsorcdo. Normalmente valores de bg < 1 representam uma adsorcao favoravel
(BILGILI, 2006).

2.4.5 Adsorcao e dessor¢ao em leito fixo

Os estudos de adsorcdo em condicdes estaticas se complementam com estudos de
adsorcdo em leito fixo (condi¢cdes dindmicas). Através do estudo em leito fixo podem ser
determinados parametros como: tamanho do sistema adsorvedor, tempo de contato e
velocidade de adsorcdo (DO, 1998).
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Os principios basicos do conceito de adsorcdo em leito fixo sdo representados na
Figura 8, onde, a ordenada corresponde & concentracdo de saida (C,, Cp, C. € Cy) € a abscissa

corresponde a duracdo de fluxo através da coluna, ou seja, o tempo (t).

O ponto de ruptura ou “break point”, tgp, € definido como o instante em que o soluto e
detectado na saida da coluna (C = 5% C.) e 0 tempo de exaustdo, tg, ocorre quando a
concentracdo C corresponde a 95 % Cq4 (concentracao inicial). Na situacdo ideal, onde ndo ha
resisténcias a transferéncia de massa, a resposta da coluna seria posicionada em t = ts; (tempo
estequiométrico) (PEQ, 2009).

O comportamento curvilineo da curva de ruptura delineia uma regido do leito na qual
estd ocorrendo a adsor¢do. Esta regido é definida como a Zona de Transferéncia de Massa
(ZTM), ou seja, é a extensdo do leito na qual a concentragdo passa do ponto de ruptura para o
ponto de exaustdo. Quando a taxa de alimentacdo da carga € constante, a ZTM se move de
maneira e velocidade constantes. Quanto menor for o comprimento da ZTM, mais proximo da

idealidade o sistema se encontra (PEQ, 2009).

Quanto a etapa de dessorcdo ou regeneracdo do adsorvente polimérico, podem ser
imaginadas como um processo basico no qual as forcas de atracdo entre o soluto e o polimero
sdo suficientemente enfraquecidas assim que o soluto € removido da resina (ROHM e HAAS,
2008). Visto que os flavonoides sdo ligados as resinas poliméricas ndo iénicas por forcas
fisicas, a regeneracdo procede desenvolvendo condi¢es onde as forgas sdo superadas. 1sso
pode ser obtido também submetendo o sistema a condi¢Ges onde as forcas atrativas de
regeneracdo média do soluto adsorvido sdo maiores do que as forcas atrativas do adsorvente
(FOX e KENNEDY, 1985; SILVA, 2006).
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Figura 8. Curva tipica de saturacdo (ou ruptura) de um adsorbato qualquer em sistema
adsorvedor de leito fixo. Fonte: PEQ (2009).

Em alguns casos, onde o soluto € um produto de interesse, uma elui¢do cuidadosa é
requerida para obtencdo do produto purificado. Para regeneracdo, os solutos sdo considerados
impurezas e 0 critério mais importante é o retorno do adsorvente polimerico para o estado
original (ROHM e HAAS, 2008).

A interacdo entre o soluto e o polimero é relativamente fraca quando comparada com
uma ligacédo idnica ou covalente. Em alguns casos, as forcas de atracdo podem ser rompidas
simplesmente ao aumentar a temperatura, e ha exemplos onde vapor e mesmo a agua quente
(60°C) podem ser usados tanto para eluir como para regenerar o adsorvente polimérico (DO,
1998). Entretanto, muitos tipos de aplicacbes de adsorventes poliméricos envolvem a isolacdo
de produtos que sdo sensiveis a temperatura. Isto € particularmente verdadeiro para alguns dos
importantes antibidticos e enzimas da inddstria farmacéutica e biotecnologica. Algumas das
importantes aplicagfes dos adsorventes poliméricos envolvem a isolacéo de &cidos fracos ou
compostos basicos (ROHM e HAAS, 2008).
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Um consideravel niamero de solventes organicos e misturas de dois ou mais destes,
tem sido empregado na etapa de dessor¢do de compostos fendlicos. Metanol, 4gua e etanol

tém sido extensivamente utilizados com esse propdsito.
2.4.6 Resinas macroporosas versus compostos fenolicos

Atualmente, o interesse por compostos de elevado valor econdmico tem favorecido as
pesquisas na area de purificacdo de compostos fenolicos a partir de matrizes alimentares.
Estes biocompostos tém sido alvo constante em pesquisas de diversas areas, inclusive na area

de adsorcéo sobre resinas macroporosas.

Diversas literaturas cientificas ja abordavam o isolamento de compostos fenolicos a
partir de resinas macroporosas de carater ndo iénico ha mais de duas décadas. Maggi, Stella e
Valentini (1989) utilizando as resinas XAD-2 e XAD-8 estudaram o isolamento de uma
mistura de fendlicos (cumarina, isovitexina, homoorientina e rutina) em funcdo do pH do

meio.

Mais tarde, Toméas-Barberan et al. (1992) afim de estudar o fracionamento de uma
mistura composta por 5 compostos fendlicos (quercetina, rutina, naringina, naringenina e
tangeretina) selecionou resinas de natureza hidrofobica (SDVB), como as XAD-2, XAD-4 e
XAD-16 e de natureza levemente hidrofilica (acrilicas), como a XAD-7 e XAD-8. Do ponto
de vista do fracionamento, os resultados mais decepcionantes encontrados foi em relacéo a
resina  XAD-7, pois todos os compostos (agliconas e glicosilados) foram eluidos
conjuntamente em todas as sete misturas de metanol/agua (20, 25, 30, 40, 50, 75 e 100%
metanol) utilizadas para dessorver os fenolicos. Os resultados mais interessantes deste estudo
foram encontrados para a resina XAD-2 que permitiu uma eluicdo seletiva entre compostos

glicosilados (25 a 30% de metanol) e agliconas hidroxiladas (75% de metanol).

Yamamoto et al. (2007) visaram em seu estudo determinar a separacdo de dois
compostos fendlicos, catequina e epigalocatequina galato, utilizando resinas macroporosas de
estirenodivinilbenzeno como fase estacionaria e solucdo de etanol como fase mdvel. Assim,
foi determinado o fator de retencdo (k) em funcdo da concentragdo de etanol (I) para cada
experimento realizado (Figura 9). Os resultados indicaram que em concentracGes de etanol

abaixo de 25% é possivel verificar um indicio de separacdo dos compostos de interesse;
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entretanto, quando a concentracdo de etanol foi igual a 15%, consumou-se a separacao total

dos dois flavonodides.

== Fpigalocatequina galato

[ = 40% 4 [=25% — Catequina
Concentracao

n de etanol

1=15%

Absorbancia a 280nm

L

48 6.6

&f Volume de eluicao (mL)

Figura 9. Curvas de eluicdo isocratica de compostos fendlicos com diferentes concentracdes
de etanol, em resina de estirenodivinilbenzeno, HP20SS. Fonte: Yamamoto et al. (2007).

Kammerer et al. (2010) estudou em escala piloto, a purificagdo e o fracionamento de
compostos fenolicos presentes em extrato de maca utilizando resina acrilica. Na primeira série
deste estudo foram avaliados a concentracao de solidos sollveis no extrato de entrada (15, 25,
35 e 45%), fluxo (4, 6 e 8 BV/h), pH do meio (4,0; 3,0 e 2,5) e temperatura (20°, 40° e 60°C),
na etapa de adsorcdo. Na segunda série de experimentos, foi avaliada a eluicdo dos compostos
fendlicos utilizando misturas de etanol/agua (96, 48 e 24% etanol (v/v)), metanol/agua (100,
50 e 25% metanol (v/v)), apenas agua (eluicdo a 20 e 80°C) e solugdes de NaOH (0,5; 1,0 e
2,0 % (m/v)) a um fluxo de 2BV/h. Os resultados mostraram que a etapa de adsorcdo dos
fendlicos presentes no extrato de macd, foi diretamente afetada pelos parametros como fluxo,
pH e temperatura. Os dados apontaram ainda que o tipo de eluente e a concentracdo do
solvente (NaOH) afetam ndo somente o rendimento total de fendlicos no eluato, mas também,
a concentracao de fendlicos nas fracGes obtidas. Apesar de os resultados indicarem um bom
avanco na separacao seletiva dos compostos fendlicos da maga, ndo foi constatado o

fracionamento completo em nenhuma das condicOes estudadas pelos autores.

Estudos focados na purificagdo de compostos fendlicos a partir de extratos brutos de
plantas também ja foram realizados. Fu et al. (2006) estudaram a separacdo de luteolina de
extratos de folhas de gandu (Cajanus cajan L.) utilizando oito resinas macroporosas nao

idnicas (AB-8, NKA-9, NKA-2, D3520, D101, H1020, H103 e AL-2) de diferentes naturezas
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fisicas e quimicas. De acordo com os resultados a resina AL-2 apresentou um bom potencial
para separar luteolina de extratos de gandu, concentrando este compostos 19,8 vezes
(passando de 0,129% para 2,55%).

Um estudo similar foi realizado por Fu et al. (2007), no qual utilizou também oito
resinas macroporosas nao ionicas (ADS-5, ADS-7, ADS-8, ADS-11, ADS-17, ADS-21, ADS-
31 e ADS-F8) para separar vitexina e isovitexina presentes em extrato de gandu. Obtiveram

uma concentracao de 4,07 vezes para vitexina e 11,52 vezes para isovitexina.

Liu et al. (2010) estudando o enriquecimento e a separacdo de apigenina e genisteina a
partir de extrato da mesma planta, verificou que apds o tratamento com a resina ADS-5 foi
possivel uma concentragdo de 9,36 e 11,09 vezes para a genisteina e apigenina,

respectivamente.

Ribeiro, Silveira e Ferreira-Dias (2002) avaliaram a adsorcdo seletiva de limonina
(terpendide) e naringina (flavanona) presentes em suco de laranja. Neste trabalho foram
testadas as resinas XAD-4, XAD-7 e XAD-16 e os dados obtidos indicaram que houve uma
alta eficiéncia na adsorcdo destes compostos fenolicos, causadores da adstringéncia no suco,

pela resina XAD-7.

Silva, Pompeu e Rogez (2007) estudaram a adsorcdo como meio de purificacdo de
extratos de folhas de Inga edulis. Neste estudo foram testadas quatro resinas, uma de natureza
acrilica (XAD-7) e trés de SDVB (XAD 16, EXA 118 e EXA 90). Foram variados ainda
proporcao de agua na solucdo hidro-alcoolica e pH do meio (2,0; 3,5 e 5,0). Os resultados
obtidos indicaram que o processo de adsorcdo é fortemente influenciado pela propor¢do de
agua no extrato bruto de I. edulis, bem como o tipo de adsorvente. Na condicdo otimizada, a
resina XAD-7 foi a que obteve os melhores resultados (Qu: 239 mg de equivalente fenolicos

por gresina)-

Pompeu et al. (2010) avaliaram a adsor¢do de quatro diferentes classes de compostos
fenolicos (&cidos benzoicos, &cidos cinamicos, flavanois e flavondis) sobre resinas de SDVB
(EXA-118, EXA-90 e XAD-16) e acrilica (XAD-7). Os resultados evidenciaram de acordo
com as curva de Langmuir que a resina EXA 118 foi a que apresentou maior valor de
adsortividade (K_) para os compostos fendlicos em estudo e que o baixo valor de energia

(<19.000KJ/mol) sugere uma adsorcao do tipo fisica. A Figura 10 evidencia uma cooperacado
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complexa entre multiplas forcas (pontes de hidrogénio, interacBes hidrofébicas e interacdes -

7) envolvidas na adsorc¢do de compostos fenolicos sobre resinas macroporosas.

/H

HO 0 H o COOHllmuuo\
LELLLL N HNH ——
e \ H
H \
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Figura 10. Esquema do mecanismo de adsorc¢ao proposto por Pompeu et al. (2010) para o (A)
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Qi HO OH

OH o \

o

acido galico sobre resina acrilica (XAD-7) e (B) acido ferralico sobre resinas de SDVB
(XAD-16, EXA 118 e EXA 90).

Estudos recentes tém mostrado que o interesse na obtencdo de maior seletividade na
adsorcdo de alguns compostos organicos especificos leva a modificagdes quimicas na
superficie de resinas através da introducdo de grupos funcionais. Zhao et al. (2008) na
tentativa de obter uma separacédo seletiva entre os compostos fenélicos e a cafeina presentes
no cha verde, confeccionaram um adsorvente macroporoso com moderada hidrofobicidade no
qual foram inseridos grupos funcionais capazes de formar pontes de hidrogénio com os
compostos fendlicos presentes na bebida. Os dados apontaram para uma adsor¢éo seletiva dos
compostos fendlicos do cha indicando que estas modificacdes sdo uma potencial alternativa

na obtencdo de extratos cada vez mais enriquecidos.

O estudo realizado por Ren et al. (2008) também produziu adsorventes poliméricos de
alta seletividade através da introducdo de grupos funcionais (éster, amida e amina), almejando
separar flavondides glicosilados de compostos terpénicos presentes em extratos de Ginkgo
biloba. A seletividade destes polimeros foi comparada a de resinas comerciais (ADS-17,

ADS-21, D-380, XAD-4 e AB-8) e os resultados mostraram que modificagdes quimicas na
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superficie das resinas sdo validas para a obtencdo de uma separacdo mais eficiente dos
compostos de interesse, visto que a diminui¢do de divinilbenzeno visualizada na Figura 11
causa uma expressiva queda nas ligacbes cruzadas fazendo com que as interacOes
hidrofobicas sejam superadas pelas pontes de hidrogénio, causando a separacdo dos

compostos em questao.

Adsorvente polimérico

Ponte de hidrogénio
Flavonol glicosideo
L
g w—
& ) oL Estrutura hidrofobica
3 Elevada interagdo hidrofobica do flavonol
) =
o l
= AT V)
o
g Ponte de hidrogénio "é"é"
I
8 S QG Matriz hidrofdbica
E MgV e do adsorvente
.’é _O = e
v"g AN VAN _o
.§ Grupos funcionais do adsorvente,
3 xemplo, CONH-
% Decréscimo nas intera¢des hidrofobicas RER SR
Q
g Grupos polares
:.,,j A interacdo por pontes de hidrogénio sdo mais expressivas do flavonol
E devido a insuficiéncia da afinidade hidrofobica
(|
i 04
""’Gg O flavonol glicosideo
i e ainda esta adsorvido

Interacdes hidrofobicas decaem a um certo grau

Figura 11. Esquema de mecanismo de separacdo de um flavonol glicosilado e composto
terpénico. Fonte: Ren et al. (2008).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL ADSORVENTE

Nove tipos de resinas sintéticas macroporosas foram utilizados como adsorventes
neste estudo: EXA-45, EXA-90, EXA 118 (Residion, Mitsubishi Chem. Co., Mildo, Italia);
Amberlite XAD-4, XAD-1180, XAD-7, XAD-761, XAD-2 e XAD-16 (Rohm e Haas, S&o
Paulo, Brasil). Com excecdo as resinas XAD-7 e XAD 761 que séo de natureza acrilica e
fenolica, respectivamente, todas as demais resinas sao de SDVB (ver Figura 6, pag. 35). As

propriedades fisicas e quimicas destes adsorventes sao mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Estrutura quimica e propriedades fisicas dos adsorventes.

'Nome *Estrutura Area especifica  Raio do poro Porosidade
comercial quimica (m?/g) (A) (mL/g)
XAD-2 SDVB 330 45 0,65
XAD-16 SDVB 800 50 1,82
XAD-4 SDVB 725 20 0,98
XAD-1180 SDVB 600 150 1,68
EXA-45 SDVB 1000 38 1,20
EXA-90 SDVB 630 105 1,30
EXA-118 SDVB 1200 90 2,30
XAD-7 Acrilica 450 45 1,14
XAD-761 Fenolica 150-250 300 0,95-1,18

*SDVB - estirenodivinilbenzeno.

As resinas passaram por um tratamento prévio, onde eram inicialmente lavadas em
abundancia com agua ultrapura, para remocéo de sais e agentes porogénicos presentes nos
poros destes adsorventes. Em seguida passavam por um processo de acondicionamento
através de secagem a 60°C por 24h, em estufa com circulagdo de ar forgado (Modelo Q-
314M223, Quimis, Sado Paulo, Brasil) e resfriadas em dessecador. Entdo, quantidades
conhecidas de resinas eram embebidas em etanol por no minimo 12h para a abertura dos
poros. Antes de realizar os ensaios, as resinas eram lavadas com agua ultrapura repetidas

vezes até retirada completa do etanol residual.

EXA e XAD séo marcas comerciais das respectivas companhias que as produzem, Residion e Rohm e Haas.
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3.2PADROES FENOLICOS E REAGENTES

Os padrBes de compostos fenodlicos utilizados neste estudo foram: éacido galico,
acido ferrualico, quercetina, rutina (Sigma Aldrich, Dinamarca), acido siringico, catequina
(Fluka, Suica), cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo (Extrasynthese, Franca).
Todos 0s compostos apresentavam grau de pureza > 95% e foram estocados a -22 °C. Uma
descricdo mais detalhada das caracteristicas quimicas destes compostos € informada no
Quadro 5.

Os reagentes utilizados para analises cromatograficas (acido formico e acetonitrila)
além de etanol utilizado nos ensaios de adsorcdo apresentavam grau HPLC e foram
adquiridos da Tédia (Rio de Janeiro, Brasil). Os outros reagentes utilizados (&cido citrico e
citrato) apresentavam grau analitico e foram adquiridos junto a empresa Synth (S&o Paulo,
Brasil). A agua deionizada foi purificada através do sistema Elga Maxima CS (Elga, High

Wycomb, Inglaterra).

3.3EXTRATO DE ACAI (Euterpe oleracea)

O extrato de E.oleracea (contendo 20.000 mgEac.galico/L de polifendis totais)
utilizado neste estudo foi doado gentilmente pela empresa Amazon Dreams Ind. e Com.
S.A

3.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE AGUA ADSORVIDA PELAS RESINAS

Para o ensaio foram pesadas cerca de 0,5 g de cada resina, as quais foram
hidratadas com agua ultrapura e em seguida, a agua ndo adsorvida, foi retirada por meio de
filtracdo e as resinas hidratadas foram pesadas. Os adsorventes foram posteriormente secos
a temperatura de 105°C até peso constante e o percentual de dgua embebida pelas resinas
foi acompanhado segundo a equacéo 3.

a(%) = Whia =Wsee 5100 (Eq.3)

Sec

Onde: o (%) = é o contetido de 4gua embebida pelo adsorvente; Whig (g)= € 0 peso do

adsorvente hidratado (g);Wsec ()= € 0 peso do adsorvente seco.
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Quadro 5. Caracteristica quimica dos compostos fenolicos estudados.

Classe CF* FMP MM (g/Mol) FE®
OH
(@)
Acido galico C;HgOs 170,10 OH
HO
. OH
Acidos benzéicos
OCH,
- O\
Acido siringico CoHsOs 198,18 OH
HO
OCH3
HO
- A - - 7\
Acidos cindamicos  Acido ferrtlico C1oH1004 194,20 0 OH
OCH3
OH
GOH
Flavanol (+)-Catequina Ci5H1406 290,27 HO O
OH
OH
OH
oo S
Flavanona Naringenina Ci5H1205 272,25 O
OH O
OH
OH
Quercetina CysH100 338,27 HO ‘ O‘ O
OH
OH O
Flavonol OH
OH
Rutina Cy7H30045 610,52 HO O O‘ O
ORUT
OH O
OH
OH
Cianidina-3- HO ot
glicosideo Ca1H210n 484,8 O N
=
OGL
.. OH
Antocianinas OH
OH
Cianidina-3- HO ot O
rutinosideo CarHz101s 631 O b
=
ORUT
OH
OH
oo I
Flavonas Apigenina C15H1005 270,24 O \

OH O

%CF= Compostos fenélicos; "FM= Férmula molecular; ‘"MM= Massa molecular; °FE= Férmula estrutural.
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3.5PROCEDIMENTO PARA ESTUDO DE SELETIVIDADE ADSORTIVA POR
COMPOSTOS FENOLICOS SOBRE RESINAS MACROPOROSAS

Com o proposito de avaliar a afinidade de alguns compostos fendlicos, por uma
determinada resina, foi realizado um estudo em batelada utilizando uma mistura equimolar
formada por 10 compostos fenolicos e empregando um total de sete resinas comerciais de

diferentes propriedades fisicas e quimicas (apresentadas na Tabela 2, pag. 46).

Para o estudo foi preparada uma solu¢cdo mée, equimolar, contendo todos os
compostos fendlicos padrdo, solubilizados em etanol e cada um a uma concentracdo de
2000 pM. Essa solugdo foi diluida 12X em tampao acido citrico/citrato (pH=3,5; 2mM)

para obtencéo da solucéo de trabalho, a qual apresentou 8,3% de etanol.

O ensaio foi realizado em batelada utilizando uma massa de 10 mg de resina em
garrafas ambar de plastico de 10 mL. Apds pré - condicionamento das resinas, um volume
de 2 mL da solucdo de trabalho foi adicionado nas garrafas, as quais tiveram seu volume
superior imediatamente saturado com nitrogénio gasoso (N,). O ensaio teve a duragédo de
1h e foi conduzido sob agitacdo de 50 rpm (Mesa agitadora Mod. Q225 M2, Quimis, Sao
Paulo, Brasil) a temperatura de 25°C, em triplicata. O percentual de compostos fendlicos
adsorvidos sobre a resina foi calculado pela diferenca de concentragdo na solucéo inicial e

a concentracao remanescente de compostos fenolicos apos a adsorcgéo.
3.6 ISOTERMAS DE ADSORCAO DE MONO E MULTICOMPONENTES

Os estudos de isotermas de adsor¢do foram realizados em batelada utilizando os
padrdes de acido ferralico (AF), cianidina-3-rutinosideo (C3R), rutina (RUT) e naringenina
(NAR). Para as isotermas de monocomponentes os compostos foram solubilizados
individualmente em etanol, obtendo-se solugfes mée de 5000 uM. Essas solu¢des foram
diluidas em solucdo tampé&o de citrato de sodio/acido citrico a pH 3,50 (2mM) em funcao
das diferentes concentrac@es utilizadas para a construcdo das isotermas, as quais variaram
de 50 a 900 pM.

Para avaliacdo da competicdo entre os compostos fenolicos pelos sitios ativos das
resinas, isotermas binarias (AF X RUT; RUT X NAR; RUT X C3R; AF X C3R; AF X
NAR) e uma ternaria (NAR X AF X RUT) foram construidas de forma similar as

individuais, sendo as misturas equimolares dos compostos também solubilizadas em etanol
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e diluidas posteriormente em tampdo (pH 3,5) para obtencdo das concentracdes de
trabalho.

Os dados de equilibrio foram obtidos adicionando 2 mL das solucBes em garrafas
ambar contendo os adsorventes XAD-2, XAD-1180 e EXA-118, numa raz&o de 5g/L (em
base seca). As garrafas foram saturadas com nitrogénio gasoso e submetidas a agitacdo de
200 rpm a temperatura constante de 25°C. O tempo de contato adsorvente-solucdo de
adsorbato foi de 1 hora e os dados experimentais foram ajustados ao modelo de Langmuir
(item 2.4.4).

Para a quantificacdo da capacidade adsortiva foi utilizada a equagéo 4.

_ (G =C)*V,

W (Eq. 4)

Qe
Onde: ge (LM/g) é capacidade de adsor¢do no equilibrio; Co e C. (UM) sdo a concentragéo
inicial e no equilibrio do soluto na solugdo; V (mL) € o volume de solucdo utilizado; e W

(g) é a massa de resina seca.
3.7PROCEDIMENTOS PARA ADSOR(;AO DINAMICA

A adsor¢do dindmica foi conduzida em colunas cromatograficas de vidro (250 mm
X 10 mm), as quais foram empacotadas com 3,5; 3,4 e 6,1 g das resinas EXA-118, XAD-
1180 e XAD-2, respectivamente. A taxa de fluxo foi de 18BV/h e a altura do leito foi
mantida constante para todas as resinas (17 cm). O volume do leito (ou bed volume (BV),
do inglés) foi de 10 mL para todas as resinas, com exce¢do a XAD-2 cujo valor foi de 7,7

mL. O esquema experimental desta etapa é ilustrado na Figura 12.

As colunas foram carregadas com 990 mL (EXA-118), 360 mL (XAD-2) e 480 mL
(XAD-1180) de extrato de agai a 20.000 mg de Eac.gélico/L (polifendis totais) até suas
saturagBes. A concentragdo inicial de cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-rutinosiedo,
homoorientina e orientina no extrato foram de 531 puM; 777 uM; 92 uM e 75 uM,
respectivamente. Para acompanhar a concentracdo dos compostos fenolicos, por CLAE,

foram recolhidas aliquotas de 1 mL a cada BV passado nas colunas.
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Figura 12. Aparato experimental para as etapas do processo de adsor¢do: (A)

carregamento da coluna; (B) coleta dos eluatos; (C) homogenizacdo dos eluatos para

posterior injecdo em CLAE.
3.8 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A separagdo dos compostos fenodlicos, através de resinas macroporosas, foi
acompanhada utilizando um sistema CLAE Shimadzu série LC-10Avp (Tokyo, Japan),
equipado com degaseificador (DGU-14 A), bomba quaternaria, auto-injetor (SIL-10AF),
forno para coluna (CTO-10 AS), coluna fase reversa C18 (100 mm X 4,6 mm, Kinetex
Core Shell) empacotada com particulas de 2,6 um de didmetro e software Class-VP. A fase
movel foi composta por dgua ultrapura com 1% acido férmico (Solugdo A) e acetonitrila a
1% de &cido férmico (Solucdo B), adaptado de Souza (2007). O gradiente estabelecido foi:
5% -10% de B (5 min); 10% -15% de B (10 min); 15% -50% de B (13 min); 50% -70% de
B (17 min); 70%-5% de B (20 min).

A fase movel foi filtrada através de membrana de nylon com 0,45 pm de
porosidade. O fluxo utilizado foi de 1,5 mL/min e o volume de injecdo foi de 20 puL. A
temperatura da coluna foi mantida a 30°C. A identificacdo e quantificacdo de cada
composto foi realizada utilizando um detector de arranjo de diodos (DAD) (SPD-M20A
Shimadzu, Tokyo, Japan), sendo monitorado todos os comprimentos de onda na faixa de
200 a 600 nm. Os picos foram identificados baseando-se nos tempos de retencéao, coelui¢do
bem como por comparagdo com os espectros de absorcdo padrdes. O tempo total de analise
foi de 20 min.
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Para a quantificacdo dos compostos fendlicos nas diferentes etapas deste trabalho,
curvas de calibracdo de todos os compostos foram construidas, usando regressdo linear
(area do pico vs concentracdo). O Avax de cada classe de compostos fendlicos foi levado
em consideragdo. Estes variaram de 280 nm (&cidos benzoicos) a 515 nm (antocianinas).
Todos os pontos da curva (n=6) foram realizados em triplicata e a concentracdo dos
compostos foi expressa em UM (Tabela 3 e Tabela 4). Os cromatogramas obtidos nos
comprimentos de onda maximos de cada composto fendlico esta representada nas Figura
13 e 14.

Tabela 3. Dados utilizados para quantificacdo dos compostos fenolicos por CLAE

**T, A Max Faixa concentracao

*Compostos (min) (nm) (M) Equacéo da reta R?
AG 1,12 280 4,7-73 y= 7815x-4208 0,999
CAT 4,56 280 5,0-120 y=1812x+1537 0,999
AS 6,57 280 4,7-69 y=7285,4x-1291 0,999
C3G 7,82 515 5,6-70 y=20259x-7418 0,999
C3R 8,57 515 4,6-71 y=16921x-7629 0,999
AF 10,38 320 4,5-70 y=20688x-4454 0,999
RUT 13,11 370 4,6-71 y=9194x-1676,7 0,999
QUE 15,22 370 5,6-70 y=14125x-53580 0,999
NAR 15,65 280 4,4-68 y=14109x+5199,4 0,999
API 15,75 320 4,7-73 y= 16464x-47540 0,999

*AG= acido galico; CAT=catequina; AS=acido siringico; C3G= cianidina-3-glucosideo; C3R= cianidina-3-
rutinosideo; AF=acido ferralico; RUT=rutina; QUE= quercetina; NAR= naringenina; APl=apigenina.
** Tr=tempo em minutos.

Tabela 4. Dados utilizados para quantificacdo dos compostos fendlicos majoritarios do

acai.

*Compostos (mirn) ?n'\r/lr?; concenlt:rz:ééao (M) Equacdo da reta R?
C3G 7,82 515 5,6-70 y=20259x-7417 0,999
C3R 8,57 515 4,6-71 y=16921x-7629 0,999
OR 9,72 370 23-154 y=7830x-41060 0,996

HOMO 10,72 370 23-154 y=5132x-39067 0,998

*OR= orientina; HOMO= Homoorientina
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Figura 13. Cromatograma tipico dos dez compostos fenolicos estudados neste trabalho. (1)

acido galico; (2) catequina; (3) &cido siringico; (4) cianidina-3-glucosideo; (5) cianidina-3-

rutinosideo; (6) acido ferralico; (7) rutina; (8) quercetina; (9) naringenina; (10) apigenina.
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Figura 14. Perfil cromatogréfico do extrato de acai (E. oleracea) utilizado neste estudo (1)

cianidina-3-glucosideo; (2) cianidina-3-rutinosideo; (3) homoorientina e (4) orientina.

53



Estudo da adsorcéo seletiva de misturas de compostos fendlicos puros e de extrato de Euterpe oleracea
Materiais e Métodos

3.9TRATAMENTO ESTATISTICO

Todas as etapas que envolvem regressdes ndo-lineares, andlise de regressao
maltipla, andlise de variancia (ANOVA) e testes de significAncia foram realizadas
utilizando o software STATISTICA versdo Kernel 7.1 (StatSoft Inc., 2006, Tulsa, OK)
para Windows XP. Variaveis com nivel de confianca superior a 95% (p <0,05) foram
consideradas estatisticamente significativas. O método Rosenbrock and quasi-Newton foi
usado no procedimento de regressdo nao-linear. Este método avalia, a cada passo, a funcao
a investigar, em diferentes pontos para estimar as derivadas de primeira e segunda ordem.
Ele usa essas informacdes para tracar um caminho com o minimo de discrepancia entre 0s

dados observados e aqueles previstos pela fungdo ajustada.

A Andlise de Agrupamentos foi feita utilizando o programa BIOESTAT 5.0. Os
dados de percentuais de capacidade adsortiva de cada composto fendlico foram utilizados
para agrupar os objetos (resinas). Assim, cada um dos compostos corresponde a uma
variavel utilizada para se fazer o dendograma de agrupamento. O método de agregacao dos
grupos utilizado foi o de Agregacdo Completa e as distancias entre 0s objetos (resinas)

foram calculadas através de Distancias Euclidianas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CONTEUDO DE AGUA ADSORVIDA PELAS RESINAS

O grau de retencdo de &gua por resinas sintéticas macroporosas vem sendo
considerado por alguns autores um bom indicativo do nivel de hidrofobicidade de
adsorventes, o qual pode estar correlacionado com o grau de polaridade das resinas (PI et
al., 2008; REN et al., 2008; GENG et al., 2009).

Logo, esse parametro sera utilizado neste estudo com o objetivo de auxiliar no
esclarecimento dos possiveis fatores relacionados a adsorcdo seletiva de compostos
fenolicos. Na Tabela 5, estdo apresentados em ordem crescente o conteldo de agua retido

pelas resinas alvo deste estudo.

Tabela 5. Percentual de agua retido pelas resinas.

Resinas Agua Adsorvida (%)*
XAD-2 61,0+0,1°
EXA-90 63,8+1,7°
EXA-45 68,2+0,1°
XAD-4 715+0,8°
XAD-761 73,010,4 %¢
XAD-16 75,141,2°¢
XAD-1180 77,505
EXA-118 77,840,2"
XAD-7 78,6+0,2"

*Médias + desvio padrdo, n=3. Médias com letras indicam que ndo ha diferenca estatisticamente
significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

De acordo com os resultados apresentados, a resina que se apresentou mais polar
foi a XAD 7, mas que segundo o teste de Tukey é igual estatisticamente (p < 0,05) as
resinas EXA 118 e XAD 1180. Os resultados mostraram ainda que as resinas XAD 761,
XAD 4 e XAD 16 sdo as de polaridade intermediaria enquanto a XAD 2 é a resina mais
apolar. O aumento do grau de polaridade das resinas permitiu hierarquiza-las da seguinte
maneira: XAD 2 < EXA 90 < EXA 45 < XAD 4 = XAD 761= XAD 16 < XAD 1180 =
EXA 118 = XAD 7.

Estes resultados demonstram claramente que a hidrofobicidade das resinas ndo é

um parametro dependente apenas da natureza quimica destes adsorventes. Isso pode ser
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bem evidenciado através do comportamento apresentado pela resina XAD 7, pois ela sendo

de natureza acrilica, esperava-se reter mais agua que as resinas de SDVB.

Por outro lado, quando analisamos o parametro porosidade a resina XAD 7 é a que
apresenta 0 menor valor em comparacdo a XAD 1180 e EXA 118, o que pode ser um
indicativo de que além da natureza quimica das resinas as caracteristicas fisicas também

atuam na polaridade destes adsorventes.

O gréfico abaixo (Figura 15) mostra que a relacdo entre a capacidade de retencao de
agua e a porosidade das resinas de SDVB ¢ estatisticamente significativa (r = 0.786; p <
0,05).

80 ~

70 A

65 -

Retencao de agua (%)

60 .
0 0.5 1 1.5 2 2,5
Porosidade (imL/g)

Figura 15. Relacéo entre a capacidade de retencao de dgua e a porosidade das resinas.

Alguns autores estudaram a influéncia da natureza quimica na capacidade de
retencdo de agua de resinas macroporosas. 1sso pode ser bem evidenciado no trabalho de Pi
et al. (2008), onde resinas acrilicas foram produzidas com crescentes quantidades de metil
acrilato, variando de 20 a 70%. Os resultados mostram que quando essas resinas tinham
70% de metil acrilato, o teor de 4gua adsorvido era de 80%, enquanto que este percentual

reduzia para 60% quando o teor de metil acrilato era de apenas 20%.

Essas pequenas diferencas entre adsorventes comerciais quanto a capacidade de
retencdo de agua é, entre muitos outros, um dos fatores responsaveis pelo interesse
crescente em se buscar resinas com seletividades graduais capazes de exibirem interacfes
especificas com os compostos de interesse. Trabalhos como os de Gen et al. (2009) e Ren
et al. (2008) demonstram que a inclusdo de grupos funcionais na superficies de resinas
macroporosas assim como a diminui¢cdo de agentes de ligacdo cruzada, como SDVB e
etileno glicol dimetacrilato, influenciam diretamente as interacdes entre estes materiais
adsorventes e 0s compostos fendlicos estudados.
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4.2 ESTUDO DA SELETIVIDADE DAS RESINAS POR COMPOSTOS FENOLICOS

4.2.1 Analise dos percentuais de adsorcao e correlacdo com as propriedades fisicas

A seletividade de sete resinas macroporosas (XAD 2, EXA 45, XAD 761, XAD 16,
XAD 1180, EXA 118 e XAD 7) na adsorcdo de uma mistura equimolar de 10 compostos
fenolicos foi avaliada através de estudo em batelada. O experimento ocorreu em meio
acido (pH 3,5 a 25 °C) afim de que todos os compostos fendlicos se encontrassem na sua
forma molecular. O processo esta descrito conforme sec¢do 3.5 pag. 49 e os resultados de

capacidade de adsorcao apresentados na Figura 16.

Em geral, a resina EXA 118 foi a que apresentou os maiores valores de capacidade
adsortiva para os compostos fenolicos em mistura, comportamento inverso ao apresentado
pela resina XAD 2. Esses resultados indicam a influéncia de parametros como porosidade e
area especifica sobre a capacidade adsortiva das resinas ja que ambos apresentados por esta
resina (0,65 mL/g e 330 m?/g) séo de cerca de 25% dos encontrados para a EXA 118 (2,30
mL/g e 1200 m%/g) (Tabela 2, pag. 46).
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Figura 16. Capacidade de adsor¢do (%) de uma mistura equimolar de compostos fendlicos
sobre resinas macroporosas a pH 3,5, temperatura de 25°C e agitacdo de 50 rpm com
duracdo de 1h. Acido galico (AG); &cido siringico (AS); cianidina-3-glucosideo (C3G);
cianidina-3-rutinosideo (C3R); catequina (CAT); rutina (RUT); acido ferrdlico (AF);
quercetina (QUE); naringenina (NAR); apigenina (API).
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Para melhor anélise dos resultados, um estudo de correlacdo entre as propriedades
fisicas das resinas de SDVB e a capacidade de adsorcdo das mesmas foi realizado (Tabela
6). Através dele foi possivel evidenciar a significativa influéncia das propriedades fisicas
sobre a capacidade adsortiva e ratificar os efeitos da porosidade e area superficial, as quais
obtiveram as maiores correlagdes globais (r = 0,82 e 0,75, respectivamente).

Esses dados reforcam a influéncia destes pardmetros fisicos na capacidade de
adsorcdo de compostos fenolicos, além de confirmar a relagdo direta existente entre
capacidade de adsorcdo e area especifica j& pronunciada por muitos autores
(GEANKOPLIS, 1993; DO, 1998; TEIXEIRA, COUTINHO e GOMES, 2001;
COULSON e RICHARDSON, 2002), embora outros fatores como tamanho dos poros,

natureza quimica, polaridade, etc., influenciem também na adsortividade.

Tabela 6. Coeficiente de correlacdo (r) entre as propriedades fisicas das resinas e a

capacidade de adsorcdo de cada composto fendlico.

Compostos fenolicos *Coeficiente de correlacéo (r)
Porosidade Area especifica Raio do poro
AG 0,76 0,75 -
AS 0,88 0,76 0,46
C3G 0,96 0,73 0,51
C3R 0,95 0,73 0,50
CAT 0,86 0,78 0,35
RUT 0,79 0,74 0,46
AF 0,83 0,75 0,48
QUE 0,70 0,80 -
NAR 0,74 0,67 0,52
API 0,70 0,81 -
Correlacéo global (r) 0,82 0,75 0,38

* Estatisticamente significativo ao nivel de pelo menos 0,05.

Avaliando a seletividade das resinas na adsor¢do de uma mistura de compostos
fenolicos pelo teste de Tukey (p < 0,05), foi possivel evidenciar a seletividade parcial de
alguns destes adsorventes perante determinadas classes de compostos fendlicos. A resina
XAD 2, por exemplo, apesar de apresentar os piores percentuais de adsorcao, revelou ter a
particularidade de adsorver a niveis interessantes (acima de 60%) compostos de natureza

mais apolar, como quercetina, naringenina e apigenina.
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De maneira geral, estes compostos fenolicos foram os mais adsorvidos por todas as
resinas, comportamento que pode estar relacionado a forte interacdo destas moléculas pelas

resinas, adsorventes de carater, sobretudo, hidrofébico.
4.2.2 Analise multivariada de agrupamento de dados

A fim de se fazer uma analise simultdnea do comportamento dos dez compostos
fenolicos sobre as sete resinas, uma analise multivariada dos dados foi realizada usando a
Anélise de Agrupamento (Clusters). Nesta andlise, o percentual de adsorcdo de cada
composto foi considerado uma variavel independente e resinas similares quanto a
capacidade adsortiva foram agrupadas entre si. O algoritmo matematico utilizado para

agrupar as resinas foi o de Agregacdo Completa.

Analisando o dendograma da Figura 17, observa-se que a XAD 2 se sobressai em
relacdo ao grande agrupamento destacado pelo circulo pontilhado em preto, por ter
comportamento mais distante das demais resinas (portanto, mais diferente), sendo essa
distancia maxima ajustada a 100 % no eixo y das distancias euclidianas. Este resultado esta
em concordancia com a Figura 16, onde a XAD 2 apesar de ter se mostrado a mais
interessante quanto a seletividade para os compostos mais apolares, apresentou a mais

baixa capacidade adsortiva para 0os compostos fendlicos tomados em conjunto.

Dentre esse grande sub-agrupamento (circulo pontilhado em preto) de resinas com
capacidades adsortivas mais elevadas, a resina XAD 7 se sobressai das demais (sub-
agrupamentos destacados pelos circulos azul e vermelho). Isso pode estar relacionado a
uma baixa seletividade desta resina em relacdo as outras. Toméas-Barberan et al. (1992)
também relataram em seu estudo a baixa seletividade da XAD 7 na sorcdo de flavondides,
dentre um grupo de cinco resinas (XAD 2, XAD 4, XAD 16, XAD 7 e XAD 8).
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Figura 17. Dendograma obtido por andlise de agrupamento para os compostos fendlicos
em funcdo da capacidade adsortiva (%) das resinas. As linhas pontilhadas destacam os
principais grupos formados.

Além disso, os dois sub-agrupamentos, linhas pontilhadas em azul e vermelho,
mostram que a EXA 45, XAD 1180 ou XAD 761, sdo resinas com caracteristicas
intermediarias para adsorver compostos fenolicos, assim como EXA 118 e XAD 16
mostram-se similares e interessantes, quanto a capacidade adsortiva, porém, com menor

seletividade (Figura 16).

Neste estudo ndo foi possivel isolar compostos individuais utilizando essas resinas
comerciais; mas com os dados visualizados através das Figura 16 e Figura 17, é possivel
sugerir a sequéncia de resinas mais apropriada para obtencdo de fracGes de classes de
compostos fendlicos de diferentes polaridades. A resina XAD 2, em funcdo da sua
particularidade em adsorver mais compostos apolares, poderia ser utilizada para fracfes
mais hidrofdbicas. Em seguida, as resinas EXA 45, XAD 1180 ou XAD 761 poderiam ser
empregadas para obtencao de fracdes de polaridade intermediarias e EXA 118 e XAD 16,
para as fragdes mais hidrofilicas. Esses resultados sdo muito interessantes do ponto de vista

tecnologico, pois permite a obtencdo de extratos cada vez mais enriquecidos em
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determinadas classes de compostos fendlicos, viabilizando seu emprego em diferentes

setores industriais, como o alimentar e farmacéutico.

Na literatura cientifica sdo escassos 0s trabalhos que envolvem uma possivel
separacdo de uma mistura de compostos fendlicos por meio de resinas macroporosas para
obtencdo de compostos puros. Alguns autores como Tomas-barberan et al. (1992) e
Kammerer et al. (2010) tentaram, mas com pouco sucesso, pois a técnica de adsorcéo €
mundialmente aplicada para a concentracdo de extratos e obtencéo de fragdes enriquecidas
em diferentes classes de compostos fenolicos e ndo em um Unico composto (ANDERSEN
e MARHAM, 2006; MOURA, 2010).

Além disso, poucos trabalhos estudaram a interacdo de mistura de compostos com
resinas macroporosas ndo ionicas; a grande maioria se deteve apenas a estudar um
composto sobre varios tipos de resinas. Ademais, 0s autores que tentaram fazé-lo néo
tiveram a preocupacdo em padronizar as concentracdes equimolares dos compostos na
solucdo, ndo permitindo uma competicdo igualitaria entre as diferentes moléculas pelos
sitios ativos das resinas, o que inviabiliza uma avaliacdo de forma homogénea, fato que

afeta diretamente o rigor de tais resultados.

Um trabalho que se concentrou em avaliar o comportamento adsortivo de misturas
de compostos fendlicos (catequina, acido clorogénico, acido caféico, floridzina e rutina)
sobre a resina XAD 16HP foi apresentado por Kammerer et al. (2010). Os resultados
encontrados mostraram que a rutina foi o composto fendlico que obteve os maiores
percentuais de capacidade de adsor¢do, acima de 91%, para todas as misturas embora néo
se pode afirmar que este comportamento esta relacionado apenas com a polaridade desta
molécula, visto que a concentracdo dos compostos fenolicos neste estudo ndo foi
padronizada e a concentragdo de rutina em todas as misturas era minoritria (catequina
[0,086 mM] + rutina [0,041 mM]; catequina [0,034] + &cido caféico [0,055 mM] + acido
clorogénico [0,028 mM] + floridizina [0,022 mM] + rutina [0,016 mM]).

4.3 1ISOTERMAS DE MONO E MULTICOMPONENTES

A interpretacdo de sistemas de multicomponentes € considerada complexa devido a
competicéo soluto-soluto e interacdo soluto-area especifica. Isso contribui para escassez de
dados na literatura, referentes a compostos fendlicos influenciando sobremaneira na

interpretacéo dos resultados.
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Dessa forma, o tratamento dos dados de isotermas do presente estudo baseou-se em
trabalhos j& publicados na &rea de adsorcéo seletiva de misturas de minerais como ferro e o
manganés (MOHAN e CHANDER, 2006) e de misturas de chumbo, zinco e cadmiu
(BALASUBRAMANIAN, PERUMAL e VIJAYARAGHAVAN, 2009) sobre carvoes
linhita e turfa.

Isotermas de adsor¢do foram construidas (Figura 18, Figura 19, Figura 20 e Figura
21) para apenas quatro compostos fenélicos (AF, RUT, C3R e NAR) (Quadro 5, pag. 48) e
suas misturas binarias e ternarias, utilizando trés resinas macroporosas comerciais (XAD 2,
XAD 1180 e EXA 118, apontadas no estudo de seletividade como as de seletividade alta,
intermediaria e baixa, respectivamente). Os dados experimentais foram ajustados ao
modelo de Langmuir a fim de determinar a capacidade de adsor¢éo de cada composto
fenolico, assim como avaliar a competicdo entre compostos pelos sitios das resinas e obter
informacdo sobre alguns aspectos qualitativos de adsorcao, tais como afinidade e interacéo

area-soluto.

Na Tabela 7 séo listados os valores de Qn, (capacidade de adsor¢do méxima) e dos
parametros a, e K., obtidos através das isotermas de Langmuir. A Tabela 7 também mostra
através dos coeficientes de determinacéo (R%> 0,91), o bom ajuste dos dados experimentais
ao modelo na faixa de concentracdo estudada, o que comprova a eficiéncia do modelo de
Langmuir para descrever a adsor¢do de compostos fendlicos sobre resinas macroporosas.
Estes dados confirmam a aplicabilidade deste modelo ja observada em outros estudos entre
compostos fenodlicos e resinas macroporosas (SILVA, POMPEU e ROGEZ, 2007;
POMPEU et al., 2010).

Avaliando a capacidade de adsorcdo maxima (Qu), a resina EXA 118 foi a que
apresentou os maiores valores para todos os compostos fenolicos, seja em condigdes
experimentais de suas misturas ou isoladamente. Os valores para este parametro variaram
de 159 uMol/g para o acido ferrulico (resina EXA 118) a -553 uMol/g para a naringenina
quando em mistura com o &cido ferralico e rutina (resina XAD 1180). Entretanto, esse
resultado ja era esperado, tendo em vista a elevada capacidade adsortiva encontrada pela
EXA 118 no Estudo da seletividade das resinas por compostos fenolicos apresentados na

secédo 4.2, pag. 57.
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Tabela 7. Parametros de isotermas do modelo de Langmuir estimados para avaliar a adsor¢do de compostos fenolicos sobre resinas macroporosas.

Constantes de Langmuir

» XAD 2 XAD 1180 EXA 118
’ Corppostos Qwm a. KL 2 Qm a. K 2 Qm a. 2
fenolicos Moley @WaMol) (Lg) R Qi iviole) Mol (g R QmidQu @Molg) (LuMol) KtL/®) R Qu/Qu
AF 8586 001 060 098 - 14308 001 186 099 - 15064 0,06 878 099 -
AF (C3R) 1850 003 063 097 022 1617 003 047 096 011 2668 042 1126 099 017
AF (RUT) 3365 002 077 099 0,39 3831 008 322 099 027 5620 0,16 918 097 035
AF(NAR) 2119 002 045 098 025 1346 013 175 099 0,09 2306 0,11 256 099 0,5
AF (RUT-NAR) 40,17 002 072 099 047 2154 008 1,75 099 015 1850 0,44 807 098 0,12
RUT 4363 002 070 099 - 7568 004 303 099 - 8209 0,10 805 098 -
RUT (AF) 2041 005 159 098 0,67 3257 041 1319 097 043 4008 0,19 750 097 049
RUT(C3R) 1266 004 052 099 0,29 2301 015 345 099 0,30 2628 0,35 917 099 032
RUT(NAR) 1013 065 663 097 0,23 2480 018 451 099 033 3164 034 1066 099 0,39
RUT (AF-NAR) 948 007 065 097 022 1873 016 303 099 025 1670 0,54 905 099 0,20
NAR 6817 005 368 097 - 11744 007 857 099 - 11055 020 2255 098 -
NAR (AF) 7150 002 143 094 1,05 3692 013 491 099 031 4571 013 608 093 041
NAR (RUT) 2658 040 1058 091 0,39 3428 030 1025 098 0,29 7367 022 1606 099 067
NAR (AF-RUT) -1455  -006 093 098 -021  -55322 -001 498 099 -471 1032 041 423 098  -0,09
C3R 4363 000 009 099 - 9073 000 036 098 - 11859 0,02 213 098 -
C3R (AF) 2638 001 024 093 0,60 2084 002 057 092 033 3819 0,02 061 099 032
C3R(RUT) 277 005 014 095 006 724 007 048 097 0,08 1866 011 202 099 016

® Os compostos fenélicos entre parénteses representam os compostos competidores quando em mistura.

* Foram testadas no minimo seis e no maximo nove concentragdes.
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Figura 18. Isotermas de adsorcéo obtidas por regressdo ndo linear dos dados experimentais

para o acido ferrdlico isolado e em misturas para resinas macroporosas (A) XAD 2, (B)
XAD 1180 e (C) EXA 118 segundo Langmuir. AF: acido ferrdlico, C3R: cianidina-3-

rutinosideo, RUT: rutina, NAR: naringenina.
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Figura 19. Isotermas de adsorcéo obtidas por regressdo ndo linear dos dados experimentais
para cianidina-3-rutinosideo isolada e em misturas para resinas macroporosas (A) XAD 2,
(B) XAD 1180 e (C) EXA 118 segundo Langmuir. C3R: cianidina-3-rutinosideo, AF: acifo
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rutina.

66



Estudo da adsorcao seletiva de misturas de compostos fenolicos puros e de extrato de Euterpe oleracea —
Resultados e discussdes

40
< RUT
35k 4 RUT(AF)
® RUT(C3R)
RUT (NAR)
30+ + RUT(AF-NAR)
o
1
!_Jn
5
220t
@
(=

15 1

10

0
100 120 140 160 180 200 220 240
Ce (uM)
100
o RUT
4 RUTAPR
m RUT(C3E)
%0 RUT (NAR)
+ RUT (AF-NAR)
T 60 o
=
2
o, o
40
0 r/ o‘_) .
o
4 (B)
1]
0 20 40 60 80 100
Ce (uM)
100
< RUT
i RUT(AF)
m RUT(CIE)
a0 RUT (NAR)
+ RUT(AF-NAR)
C)
=
2
L5}
(=

Ce (uM)

Figura 21. Isotermas de adsorcéo obtidas por regressdo ndo linear dos dados experimentais
para rutina isolada e em misturas para resinas macroporosas (A) XAD 2, (B) XAD 1180 e
(C) EXA 118 segundo Langmuir. RUT: rutina, AF: acido ferralico, C3R: cianidina-3-

rutinosideo, NAR: naringenina.
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Em relacdo aos valores de a,, 0 qual representa a razéo entre a sor¢do e a dessorgao
a uma taxa constante, os valores variaram de 0,65 L/uMol (para a rutina em solu¢do com a
naringenina, na resina XAD 2) a -0,41 L/uMol (para a naringenina em solugdo com 0 &cido
ferralico e a rutina, na resina EXA 118). Estes resultados demonstram que, com excec¢éo de
alguns poucos casos, os valores de a_ sdo favorecidos quando as isotermas sdo de
multicomponentes. Comportamento analogo foi encontrado para o parametro adsortividade
do soluto (K), produto de duas constantes de Langmuir (a_ € Qu), j& que a metade dos

compostos fendlicos em mistura, tiveram os valores de K; aumentados.

De acordo com Ruthven (1984) o valor da constante K_ é muito importante quando
se compara muitas condic¢des de adsorcdo soluto/solvente. Além disso, elevados valores de
a_ e Qu , indicam que a eficacia da adsorcdo de compostos fendlicos sobre resinas

macroporosas é maior.

Os valores de K| para C3R apresentados neste trabalho demonstram claramente que
a adsorcao deste composto foi a pior para todas as resinas estudadas. Esse comportamento
pode estar relacionado ao fato da C3R apresentar um acUcar (rutinosideo) ligado na
posicdo 3 do anel C, o que elevada solubilidade desta moléculas em &gua, justificando
assim a baixa afinidade apresentada pelas resinas, o que pode ser considerado um ponto a

favor quando relacionamos a adsorgao de forma seletiva.

Scordino et al. (2004) estudando a adsor¢do de cianidina-3-glucosideo sobre 13
resinas macroporosas, inclusive XAD 2, XAD 1180 e EXA 118, constataram que a resina
EXA 118, assim como neste trabalho, foi a melhor quanto a capacidade adsortiva e a XAD
2 a pior. Entretanto, na maioria dos casos, os valores de K estiveram abaixo (0,0526 L/g
para XAD 2 e 6,9672 L/g para EXA 118) dos valores encontrados neste trabalho para todas

as resinas estudadas.

O grau de hidrofobicidade das moléculas parece ser decisivo na adsor¢do de
compostos fenolicos sobre resinas macroporosas. 1sso acontece porque a adsor¢do nada
mais é do que a competicdo entre a solubilidade do composto no meio e a adsortividade do
composto no material adsorvente. Quanto mais hidrofilico o composto de interesse, maior
sua solubilidade em meio aquoso e menor serd sua adsortividade em resinas de carater

hidrofdbico, logo um compostos pouco soltvel resulta em uma adsorvidade maior.

A naringenina isoladamente, por exemplo, foi o0 composto fendlico com maiores

valores de K_ para todas as resinas estudadas. Entretanto, esse comportamento ja era
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esperado devido a baixa hidrofilicidade desta molécula e, portanto, grande afinidade pelas
resinas. O mesmo desempenho ndo foi observado quando este composto estava em
mistura, ja que na maioria das vezes o valor de K_ diminuiu possivelmente devido a
solubilidade da naringenina no meio. Além disso, ndo pode ser descartada a possibilidade
de interacdo deste composto com outras moléculas fendlicas presentes em solugdo, o que
justificaria, principalmente, os valores negativos das constantes a, e Qu observado para

todas as resinas.

Em relacdo aos &cidos fenolicos, estes normalmente tém maior solubilidade em
agua que os flavonois (ver Quadro 5), todavia neste estudo, RUT e AF apresentaram
valores de K. e a_ algumas vezes similares. Isso pode estar relacionado a presenca do
grupo OCHj3 na posicdo 3 do anel benzénico, na molécula de AF, que aumenta a afinidade
desta com superficies ndo polares, como as resinas macroporosas estudadas. Por outro
lado, a RUT, um flavonol di-glicosideo tem sua hidrofobicidade diminuida pela presenca
do aglcar em relagdo a sua forma aglicona, a qual é mais hidrofébica e ainda possui

tamanho de molécula maior quando comparada ao AF.

Pompeu et al. (2010) estudaram o comportamento de isotermas de adsor¢do de
compostos puros (acido cafeico, acido ferrdlico, acido galico, catequina e rutina) sobre
resinas macroporosas (EXA 90, EXA 118, XAD 16 e XAD 7) nas mesma condi¢fes de
pH, temperatura e agitacdo deste trabalho. Os valores de K, encontrados para EXA 118 por

estes autores sdo inferiores ao encontrado neste estudo para a RUT (5,26 L/g) e AF (3,82
L/g).

Silva, Pompeu e Rogez (2007) trabalhando na adsorcdo de compostos fendlicos de
extratos de folha de Inga edulis, utilizando as resinas XAD 7, XAD16, EXA 90 e EXA 118
(presente neste trabalho), encontraram valores de K, para polifendis totais, muito
superiores (0,79 L/g), quando usaram a resina XAD 7. Vale destacar que o extrato
utilizado pelos autores era rico em flavandis e flavondis glicosilados, principalmente
miricetina-3-O-a-ramnopiranosideo e quercetina-3-O-a-raminopiranosideo (SOUZA et al.,
2007), moléculas de elevada polaridade, o que pode ter proporcionado, no caso da resina
XAD 7, uma maior adsorcao dos compostos fendlicos por esta apresentar grupos polares

em sua estrutura.

A fim de avaliar a competicdo entre moléculas e o efeito desta para capacidade

adsortiva das resinas, determinou-se um parametro (Qmix/Qwm ) que relaciona a capacidade
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de adsorcdo para um determinado composto fendlico na presenca de outros fenolicos, Qmix,
e a capacidade de adsorcdo do mesmo composto fenodlico quando este se encontra
individualmente na solucdo, Qu. Este tratamento € baseado no trabalho de Mohan e
Chander (2006), o qual considera que quando Qmix/Qm > 1 a adsor¢éo ¢ promovida pela
presenca de outros compostos fendélicos (sinergismo), quando Qnmix/Qm = 1 ndo ha interacdo

e quando Qnmix/Qm < 1 a adsorc¢do é restringida por outros compostos.

Seguindo este critério e observando os dados Qnmix/Qm apresentados na Tabela 7, €
possivel observar que a maioria dos compostos fenolicos em mistura apresentou valores de
Qmix/Qwm , abaixo de 1, o que sugere que 0 processo de adsorcdo destes compostos foi
restringido pela competigdo existente pelos sitios ativos das resinas. Em contrapartida, a
NAR guando competindo com o AF néo teve sua capacidade adsortiva afetada (Qmix/Qu=
1,05), na resina XAD 2. Isso pode ser justificado pela maior afinidade entre a NAR e 0
material adsorvente, causada possivelmente pelas interacdes do tipo m-m e pelo fato de

termos um composto mais hidrofilico (AF) em presenca de um mais hidrofébico (NAR).

Uma outra forma de verificar a afinidade dos compostos pelos adsorventes, € em
funcdo da forma das isotermas. Ela pode fornecer informacdo qualitativa acerca da
natureza da interacdo soluto-adsorvente (DABROWSKI et al., 2005). A classificacdo mais
popular de isotermas de adsor¢do de solutos em solucBes aquosas foi estabelecida por
Giles, D’Silva e Easton (1974) e Giles, Smith ¢ Huitson (1974) (ver Figura 7, pag. 37).

As guatro grandes classes de isotermas de adsor¢do que os autores identificaram se
baseiam na configuracao da parte inicial da curva. De acordo com 0s autores, as isotermas
de adsorcéo obtidas neste trabalho sdo do tipo L, da classe Langmuir, as quais apresentam
duas regifes distintas: uma no inicio, linear, evidenciando alta difusdo do soluto para o
adsorvente, seguido de uma regido cOncava, que expressa a saturacdo dos poros do
adsorvente, sugerindo ndo haver nenhuma forte competicdo entre o solvente e o soluto para

a ocupacao dos sitios de adsorcao.

Conforme os gréaficos de isotermas de adsorcdo (Figura 18 a Figura 21), em alguns
casos poOde-se observar que nem todos 0s compostos chegaram a uma regido de
estabilizacdo, suas curvas estando ainda na faixa linear, como observado para naringenina.
Isto se deu pela impossibilidade de aumentar os valores de concentracdo inicial das

solugdes sem aumentar o percentual de etanol no meio.
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4.4 ADSORCAO DINAMICA DE EXTRATO DE ACAI (Euterpe oleracea)

Ap0s os estudos de seletividade das resinas por compostos fenolicos, o que levou a
escolha de trés resinas com caracteristicas seletivas diferentes, bem como o estudo de
isotermas de adsorcdo de misturas e de compostos isolados, passou-se ao estudo dindmico
da adsorcdo (em coluna). Deste modo, foi utilizado um extrato de agai, que representa uma

mistura de varios compostos fenolicos.

A Figura 22 representa os dados experimentais das curvas de ruptura para oS
compostos fendlicos majoritarios do acai (cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-rutinosideo,
homoorientina e orientina) sobre trés resinas macroporosas (XAD 1180, XAD 2 e EXA
118), as quais foram apresentadas anteriormente como sendo capazes de fracionar

parcialmente um extrato contendo diferentes familias de compostos fendlicos.

Essas curvas de ruptura foram construidas colocando-se no eixo das ordenadas a
razdo entre a concentracdo dos compostos fenolicos na saida da coluna e as suas
concentracdes no extrato de entrada (C/C,) e no eixo das abscissas 0 volume eluido através
da coluna. Pela Figura 22-A é possivel visualizar que a XAD 2 inicialmente quase nao
mostrou resisténcia quanto a transferéncia de massa ao longo do leito, alcancando rapidamente
a regido de saturacdo. Entretanto, € possivel perceber que na regido proxima a saturacdo, ha
ainda um actmulo lento dos compostos de interesse, porém continuo com a quantidade de

extrato eluido.

Para essa resina o valor da concentragédo de ruptura ocorreu logo nos primeiros volumes
eluidos pela coluna. Isso ¢é devido tanto pela baixa capacidade adsortiva dessa resina quanto
pelo alto valor da concentracdo de entrada (C,= 20.000 mg de Eac.galico/L de polifendis
totais) estabelecida para todas as resinas. Portanto a melhor forma de visualizar a separagao
destes compostos fenolicos seria trabalhar com concentra¢des iniciais de extrato (C,) mais
baixas o que resultaria num tempo maior para se alcancar a saturacdo da coluna. Essa
suposicdo é apoiada no fato de a XAD 2 ter se mostrado a mais seletiva para as classes de

compostos fendlicos.

A EXA 118, por outro lado, mostrou necessitar de um volume maior para alcancar a
saturagdo que as demais resinas (Figura 22-C). Esse fato pode estar relacionado com a

capacidade adsortiva elevada, ja evidenciado nos estudos anteriores (se¢éo 4.2, pag. 57 e 4.3
pag. 61).
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Figura 22. Curva de ruptura dos quatro principais compostos fendlicos de E. oleracea para
as resinas (A) XAD 2, (B) XAD 1180 e (C) EXA 118. (C3G: cianidina-3-glucosideo, C3R:

cianidina-3-rutinosideo).

72



Estudo da adsorcdo seletiva de misturas de compostos fenolicos puros e de extrato de Euterpe oleracea —
Resultados e discussdes

Quanto a interacdo composto fendlico e resinas, 0 que pode acarretar em uma maior ou
menor seletividade, destaca-se que na resina XAD 1180 (Figura 22-B), a cianidina-3-
glucosideo e cianidina-3-rutinosideo tiveram menos afinidade com a resina do que
homoorientina e orientina, 0 que gerou um leve alongamento das curvas. Esse comportamento
ja era esperado visto que as antocianinas sdao moléculas de natureza mais hidrofilica do que as
flavonas e que a resina XAD 1180 é considerada um adsorvente de moderada capacidade
adsortiva. Isso implica diretamente na concentracdo dos compostos fendlicos na solugédo
efluente, assim sendo a concentracdo de antocianinas obteve seu apice no intervalo de 50 a 250
mL e ponto de ruptura ao redor de 50 mL de extrato eluido, enquanto que as flavonas
apresentaram ponto de ruptura sé depois de 80 mL de extrato.

Por sua vez, na resina EXA 118 todos os compostos fendlicos apresentaram
comportamento analogo (ponto de ruptura ao redor de 100 mL). Isso evidencia uma menor

seletividade desta resina na adsorcdo de compostos fendlicos presentes em extrato vegetais.

O comportamento dos compostos fendlicos na resina XAD 1180 mostrou-se similar
ao encontrado por Fu et al. (2006), o qual estudou a adsor¢do dinamica realizada sobre
resinas polares e avaliou a curva de ruptura da luteolina presente em extratos de folhas de

gandu (Cajanus cajan L.).
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5 CONCLUSAO

Este estudo de adsorcdo enfocou varios aspectos fisicos, quimicos e tecnologicos
que permitiram encontrar muitas informacgdes U(teis para compreender a possivel

seletividade parcial das resinas macroporosas face aos compostos fendlicos.

Em relacdo a capacidade de retengdo de &gua os resultados permitiram hierarquizar
as resinas da seguinte maneira: XAD 2 < EXA 90 < EXA 45 < XAD 4 = XAD 761~ XAD
16 < XAD 1180 =~ EXA 118 = XAD 7. Contudo, essa hierarquia ndo representa uma
polaridade crescente, tampouco ajuda a explicar a seletividade da resina quanto aos
compostos fenolicos, mas apresenta boa correlagdo com a porosidade das resinas.

Quanto ao estudo de seletividade das resinas feito em batelada, os resultados
evidenciaram que compostos de natureza mais apolar, como a quercetina, naringenina e

apigenina tém maior afinidade com as resinas que compostos mais polares.

Os dados experimentais de adsorcdo se ajustaram bem ao modelo de Langmuir
sendo indicado para descrever o processo de adsor¢ao dos compostos fenolicos em resinas
sintéticas macroporosas. Esses resultados contribuiram para o entendimento da
seletividade, pois destacou que o0s compostos fendlicos competem por sitios ativos

conforme estejam em presenca de diferentes compostos.

Quanto a adsor¢do dindmica, a resina XAD 2 mostrou alcangar rapidamente a zona
de saturacdo, enquanto a EXA 118 apresentou comportamento inverso e a XAD 1180

intermediario.

Por fim, os dados sugerem que a melhor sequéncia para o fracionamento parcial de
compostos fenolicos de um extrato vegetal seria usar a XAD 2 para obtencdo de fracoes
mais apolares, XAD 1180, XAD 761 ou EXA 45 para compostos de polaridade

intermediaria e EXA 118 ou XAD 16 para obtencéao de fracbes mais polares.
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