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RESUMO - Neste trabalho foram determinados diagramas de equilibrio para sistemas
aquosos bifasicos compostos por liquido iénico (LI), fosfato de potassio e agua. Todos
os diagramas foram determinados nas temperaturas de 20, 30, 40 e 50 °C e em pH 7,5,
8,0 e 8,5. Constatou-se que ndo houve efeito da temperatura sobre a formacdo da
regido bifésica para os sistemas estudados. Quanto ao efeito do pH, observou-se que o
aumento do pH ocasionou um aumento da regido bifasica em todas as temperaturas
estudadas.

1. INTRODUCAO

Um método eficaz e economicamente vidvel para a separacgdo e purificacdo de biomoléculas
¢ a sua particdo através de Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB). SAB ocorrem da mistura de dois
solutos matuos e incompativeis em agua a partir da qual duas fases aquosas sdo formadas com
diferentes composicdes. Solutos se distribuem entre as duas fases, dependendo da sua afinidade
relativa por cada uma das fases individuais. Esta técnica é amplamente utilizada na purificacdo de
biomoléculas e suas vantagens incluem seletividade favoravel, baixo custo e adaptabilidade para o
processamento continuo da amostra e retencdo da atividade bioldgica (Selber et al, 2001). Os
sistemas mais estudados sdo os formados por polietileno glicol-dextrana (PEG-dextrana) e PEG-
Sal. No entanto, a maior parte dos polimeros dos SAB possuem alta viscosidade (Mei et al, 1995;
Perumalsamy et al, 2007) e normalmente formam solu¢bes aquosas opacas, que poderiam
interferir com a analise quantitativa e qualitativa dos compostos extraidos.

Durante os ultimos anos, 0s SAB baseados em Liquidos 16nicos (LIs) tém sido aplicados
em processos de biopurificacdo e bio-extracdo, pois LI sdo substancialmente menos viscosos do
que os tipicos SAB a base de polimeros (Claudio et al., 2010; Louros et al., 2010).

Para otimizar o emprego dos SAB na particdo de biocompostos é necessario o estudo do
comportamento destes sistemas em diferentes composicbes e em variadas condigdes de
temperatura e pH. Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar dados de equilibrio dos sistemas
compostos por cloreto de 1-etil-3-metilimidazolio + fosfato de potéssio + a4gua, nos valores de pH
7,5, 8,0 e 8,5 e nas temperaturas de (20, 30, 40 e 50) °C.

1.1. Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) baseados em liquidos idnicos

SAB comuns, geralmente, sdo formados por polietileno glicol (PEG) porque este,
facilmente, forma um sistema bifasico com sais inorganicos e polimeros neutros. A presenca de
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um sal inorganico em concentracfes criticas em um sistema unico polimero-agua pode levar a
formacdo de duas fases aquosas distintas, onde normalmente a fase inferior € rica em sal
inorganico, enquanto a fase superior € rica em polimero.

Polimeros podem ser substituidos diretamente usando LlIs hidrofébicos como uma fase
liquida imiscivel em meios aquosos (Tomé et al., 2010) ou pelo uso de SAB incorporando LIs
hidrofilicos (Gutowski et al., 2003; Louros et al., 2010). A segunda abordagem € mais usada
porque os SAB contendo LIs hidrofilicos mostraram-se mais eficazes na extracao de biomoléculas
(Tomé et al., 2010; Ventura et al., 2009). Esses novos SAB também tém muitas vantagens
oferecidas pelo uso de LlIs, tais como baixa viscosidade, pouca formacdo de emulsdo, ndo ha
necessidade do uso de solvente orgénico volatil, separacdo de fases rapida e extracdo de alta
eficiéncia.

Liquidos I6nicos: Os liquidos iénicos (LIs), sdo eletrolitos formados pela combinacéo de um
cation assimétrico volumoso com um anion fracamente coordenante, pertencentes a uma classe de
solventes com pontos de fusdo abaixo de 100 °C e relnem um conjunto de caracteristicas
interessantes, tais como, liquidos sob uma ampla faixa de temperatura, negligencidvel pressédo de
vapor, desprezivel inflamabilidade, baixa toxicidade (solvente verde), boa estabilidade quimica e
térmica, habilidade catalitica e alta condutividade idnica (Wei e lvaska, 2008).

Diagrama de fases: Entende-se como diagrama de equilibrio uma representacdo gréfica
utilizada para expressar as concentracGes de um sistema de fases. Os dados de equilibrio sdo
representados a temperatura e pressdo constantes. Para a utilizacdo de SAB € necessario o
conhecimento do comportamento das fases nos sistemas. Para isto sdo obtidos os diagramas de
fases para os componentes, nos quais as composi¢des dos constituintes para a separacdo das fases
sdo determinadas (Kabiri-Badr e Cabezas Jr., 1996).

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Engenharia de Processos da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de Itapetinga. Os reagentes utilizados na
conducéo deste trabalho foram: cloreto de 1-etil-3-metilimidazdlio ([C,min]Cl) da Sigma-Aldrich
(USA) com grau de pureza > 95% e fosfato de potassio monobasico (KH,PO,4) e bibéasico
(K2HPO,), adquiridos da Vetec (Brasil) e Cinética (Brasil), respectivamente. Nos experimentos
foram empregados agua destilada e todos os reagentes usados foram de grau analitico.

Solucdes estoques dos reagentes foram preparadas, com concentragdes iguais a 60% m/m
para o LI e 40% m/m para o sal (fosfato) nos valores de pH 7,5, 8,0 e 8,5, pela mistura do fosfato
de potéssio monobaésico e bibasico, conferidos em pHmetro e ajustados quando necessarios.

2.1. Determinacéo dos Dados de Equilibrio de Fases

Diagramas de equilibrio para os SAB LI {[C.min]Cl}-fosfato de potassio foram obtidos
experimentalmente nas temperaturas de (20, 30, 40 e 50) °C e nos valores de pH 7,5, 8,0 e 8,5. As
curvas binodais foram determinadas pelo método turbidimeétrico (Albertsson, 1986). A equacgéo
empirica (Equacdo 1) sugerida por Hu et al. (2003) foi ajustada aos dados das curvas binodais
experimentais:
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X, =exp(a +b (Xe0)" + cXoyy + d(¥g)%) 1)

em que X, e XsaL sd0 as composicdes em fracdo massica do LI e sal, respectivamente, e a, b, c e
d séo parametros de ajuste da equacéo.

As linhas de amarracdo (LA) foram obtidas utilizando o método gravimétrico. Para isso, foi
selecionado primeiro um ponto dentro da regido bifésica, através da qual a LA vai passar. Foram
utilizados trés pontos globais para cada sistema LI-sal. Para cada condicdo de pH e temperatura,
foi escolhido um ponto que deu origem a LA, com composi¢es conhecidas. O sistema foi
preparado em tubos de centrifuga graduados de fundo conico, a partir da massa das solucdes
estoques de LI, sal e agua resultando em uma massa total do sistema de 40 g.

Quantificacdo dos Componentes do Sistema: Depois das fases terem sido separadas, elas
foram pesadas. A concentracdo de cada componente nas fases coletadas foi estimada pela
aplicacdo da regra da alavanca, na relacdo entre a composicdo em massa da fase superior e a
composicao total do sistema (Merchuck et al., 1998). Para determinagdo dos componentes da LA o
seguinte sistema de quatro equagBes (Equagdes 2-5) e quatro valores desconhecidos (X, °, Xi; ',
Xsar °, XsaL ') foi resolvido (Hu et al., 2003) através do programa Solver.

Xys =exp(a +b (Xegs)™ + cXoyps + d(Xey=)?) (2)
X, i=expla + b (Xg )%+ eXoyy i+ d(Xgy )?) 3
Apps—Xp m _m (4)
Hppm—&pi Mg
AoarM %5415 _ m (%)
Asari=%saLM Ms

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito da temperatura e do pH nos diagramas de equilibrio

Foram obtidos diagramas de equilibrio de fases para os SAB estudados em funcdo da
temperatura e dos valores de pH. Os diagramas de fases para os sistemas LI-Fosfato sdo
apresentados nas Figuras 1, 2 e 3. Os dados obtidos experimentalmente por turbidimetria na
obtengdo das curvas binodais dos sistemas foram correlacionados pela equagdo néo linear
(Equacéo 1) proposta por Hu et al. (2003).
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Figura 1 - Diagrama de fase [C,min]Cl-Fosfato de potassio em pH 7,5 para diferentes
temperaturas.
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Figura 2 - Diagrama de fase [C,min]Cl-Fosfato de potassio em pH 8,0 para diferentes
temperaturas.
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Figura 3 - Diagrama de fase [C,min]Cl-Fosfato de potassio em pH 8,5 para diferentes
temperaturas.

Observando-se as Figuras 1 a 3, pode-se notar que os sistemas ndo sofreram variacdo da
regido bifasica com o aumento da temperatura. Isto indica que ha uma variacédo insignificante da
capacidade calorifica das fases e, consequentemente, baixa variagdo de entalpia associada ao
processo de separacdo. Os valores obtidos para os parametros a, b, ¢ e d da Equagdo 1 com 0s seus
correspondentes desvios padréo e os coeficientes de determinagéo (R das equacOes ajustadas
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para os sistemas investigados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros a, b, c, e d e o coeficiente de determinacéo (R?) obtidos para o sistemas LI-
Fosfato de potéssio pela equacéo de Hu et al. (2003)

pH a b c d R?
20 °C

7,5 -0,5108 = 0,0278 -1,5229 £+ 0,2868 -1,4142 £0,7331 -4,7410 £ 1,1036 0,9986

8,0 -0,1964 = 0,0298 -5,3142 £ 0,2975 7,8084 + 0,7541 -18,3799 + 1,1469 0,9984

8,5 -0,2572 + 0,0197 -5,0839 = 0,2014 7,7165 + 0,5130 -19,5849 + 0,7717 0,9994
30 °C

75 -0,2677 £ 0,0132 -3,8454 £ 0,1411 3,5835 + 0,3807 -9,4653 £ 0,6220 0,9995

8,0 -0,2079 £ 0,0119 -4,7822 +0,1238 6,1876 + 0,3235 -15,6435 + 0,5172 0,9996

8,5 -0,2149 + 0,0108 -4,2535 +0,1130 4,2910 + 0,2988 -12,0931 + 0,4797 0,9997
40 °C

75 -0,2147 £ 0,0143 -3,7667 £ 0,2740 3,1060 + 0,6713 -8,7924 £ 0,9704 0,9991

8,0 -0,2747 £ 0,0143 -4,0833 £ 0,1480 4,3996 + 0,3845 -12,5254 + 0,6061 0,9994

8,5 -0,2827 + 0,0164 -3,4917 £0,1740 4,5091 + 0,4532 -14,1878 + 0,7086 0,9993
50°C

7,5 -0,4657 + 0,0155 -1,7077 £ 0,1695 -0,8957 = 0,4573 -6,5975 = 0,7398 0,9994

8,0 -0,2407 £ 0,0314 -4,4036 = 0,3308 4,8628 + 0,8670 -12,9329 + 1,3893 0,9971

8,5 -0,3653 + 0,0373 -3,1762 £ 0,3759 1,7832 £ 0,9499 -7,9150 £ 1,4307 0,9980

3.2. Estudo do comportamento das linhas de amarracao

A partir da caracterizacdo dos diagramas de fases foram obtidas as linhas de amarracéo pelo
método gravimétrico e pela aplicacdo da regra da alavanca. As composicdes de equilibrio para os
sistemas estudados nas diferentes condicdes de temperatura e pH estdo apresentadas na Tabela 2,
em que os dados referentes aos componentes das fases estdo expressos em termos de porcentagem
massica. Trés linhas de amarracdo foram determinadas para cada sistema estudado. O
comprimento da linha de amarragdo (CLA) representa a diferenca entre a concentracdo de sal
inorganico e de LI nas fases superior e inferior, quanto maior o CLA, maior é a concentracdo de
LI na fase superior e a concentragdo do sal na fase inferior.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, pode-se observar que a concentracdo
de LI na fase inferior para a maioria dos sistemas, & muita baixa, e em alguns casos, o LI é quase
totalmente excluido dessa fase, enquanto que o comportamento contrario é observado na fase
superior. A exclusdo € mais pronunciada com a diminui¢do do valor de pH, nas temperaturas de
20 °C e 40 °C e na temperatura de 50 °C ao reduzir o pH de 7,5 pra 8,0. Este comportamento de
exclusdo € comum a maioria dos SAB formados por LI-Sal, sendo que a fase superior € composta
majoritariamente por LI e &gua, e a fase inferior € composta principalmente por sal e agua. A
composicao total do sistema ndo tem efeito sobre a inclinacdo das linhas de amarragdes, 0 que
implica que as LAs sdo paralelas entre si.
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Os valores do comprimento da linha de amarracdo (CLA) para cada sistema estudado
também estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados das linhas de amarracdes e porcentagem massica (%m/m) dos sistemas formados
por LI {[C.min]CI} (W;) + Fosfato de Potassio (W;) + Agua, em diferentes valores de pH e

temperatura
Composicao Global Fase Superior Fase Inferior

pH LA W, W, W, W, W, W, CLA
20°C

1 22,00 21,00 31,58 9,38 587 40,54 40,40

75 2 23,02 21,98 35,63 6,91 471 43,88 48,20

3 24,00 23,00 38,76 5,25 3,70 47,41 5483

1 21,99 18,01 29,75 8,44 2,83 41,67 42,77

80 2 23,01 19,00 34,02 5,67 2,04 4436 50,20

3 24,04 19,97 37,46 4,08 152 46,65 55,71

1 20,00 20,00 27,41 10,12 1,69 4441 42,86

85 2 21,01 20,99 31,50 6,94 1,06 47,73 50,90

3 21,98 22,03 34,66 5,05 0,69 5053 56,77
30°C

1 19,99 22,01 27,43 11,72 521 4245 37,92

75 2 21,00 23,00 30,95 8,95 342 47,82 47,63

3 22,01 23,99 34,07 6,93 2,47 51,64 54,75

1 20,04 20,98 28,29 10,11 2,48 44,11 42,69

80 2 20,99 22,00 31,85 7,56 160 47,83 50,37

3 22,00 23,00 35,10 5,68 1,13 50,58 56,30

1 19,99 21,00 28,67 9,95 3,80 41,64 40,28

85 2 21,01 21,99 32,35 7,55 2,68 4534 48,05

3 22,00 22,99 35,92 5,68 210 47,75 53,98
40°C

1 22,02 21,98 28,17 11,86 1,87 5522 50,71

75 2 23,00 22,99 30,69 9,96 1,19 60,01 58,10

3 24,02 23,99 33,07 8,38 0,79 64,04 64,34

80 1 21,00 20,00 25,68 12,32 124 5248 47,01

2 21,99 21,00 28,34 10,14 0,68 57,47 54,82

3 22,90 22,07 30,59 8,51 0,38 61,84 61,29

1 20,97 21,03 26,61 12,27 0,98 52,07 47,34

85 2 21,99 22,00 29,35 10,12 0,53 56,62 54,71

3 23,00 23,00 32,25 8,09 0,35 59,50 60,50
50°C

1 21,99 22,00 28,23 12,10 154 54,49 50,09

75 2 23,01 22,99 30,75 10,37 1,02 58,84 56,86

3 24,01 23,99 33,10 8,87 0,68 62,80 62,92

1 22,00 19,99 27,68 10,17 0,69 56,86 53,93

80 2 22,99 21,00 30,44 8,19 0,47 59,73 59,62

3 24,00 22,00 33,10 6,57 0,34 62,08 64,46

1 22,00 19,00 27,46 10,45 2,63 49,30 46,11

85 2 23,00 19,99 30,26 8,47 181 5361 53,36

3 24,00 21,00 33,21 6,68 146 56,03 58,68
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Segundo Da Silva e Loh (2006), o CLA esta associado a seletividade do sistema. Quanto
menor o CLA, associada a uma dada composi¢do global do sistema, mais préximo da unidade sera
o valor do coeficiente de particdo da biomolécula de interesse, tornando-se menos seletiva a
extracdo. No entanto, com o aumento do CLA, a biomolécula de interesse tende a migrar mais
para uma das fases, isto €, o valor do coeficiente de particdo torna-se cada vez mais distante de 1,
para mais ou para menos, aumentando a eficiéncia de extragdo. Neste estudo, pode-se observar
que a medida que aumenta o valor de pH o CLA também aumenta, com 0 aumento do pH a razédo
H,PO,/HPO,? diminui, aumentando o efeito salting-out do LI, e consequentemente, aumentando
a diferenca de composicao entre fases.

A partir dos dados apresentados na Tabela 2, observa-se que a temperatura influencia no
comprimento e na inclinacdo das linhas de amarracdo dos sistemas. Esse comportamento é
observado em todos os valores de pH estudados. Os valores absolutos da inclinagéo das linhas de
amarracdo diminuem ligeiramente com o aumento da temperatura. Pode-se dizer que a reducdo da
temperatura aumenta a afinidade do fosfato de potéssio pela dgua induzindo uma migracdo de
agua para longe dos ions de LI reduzindo a sua hidratacédo e solubilidade em &gua do LI (Freire et
al., 2010), ou seja, a agua da fase rica em LI foi expulsa para a fase rica em sal pela diminuicdo da
temperatura, diminuindo a concentracao de sal na fase inferior e, como consequéncia, um aumento
da ILA. No entanto, ao comparar as temperaturas de 40 °C e 50 °C, observa-se que tanto o0 CLA
quanto a ILA foram bem préximos para todos os valores de pH. Ao estudar a interferéncia do pH
na composicao das fases, nota-se que a variacdo de pH néo interferiu na inclinagdo da linha de
amarracdo (Figura 3).

4. CONCLUSAO

Foram determinados dados de equilibrio para sistemas aquosos formados por LI
{[C.min]CI} + Fosfato de Potéssio + Agua, nas temperaturas de 20, 30, 40, 50 °C nos valores de
pH 7,5, 8,0 e 8,5. Constatou-se que o efeito da temperatura sobre os sistemas ndo apresentou
variacdes na regido bifasica. Houve um aumento na inclinacdo da linha de amarracdo a medida
que a temperatura diminuia, podendo dizer que ocorreu transferéncia das moléculas de &dgua da
fase superior para a fase inferior. Pdde-se também constatar que o aumento do pH ocasionou um
aumento da regido bifasica em todas as temperaturas de estudo.

5. AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Fapemig e ao CNPq pelo apoio financeiro.

6. REFERENCIAS

ALBERTSSON, P.A. Aqueous Polymer-phase Systems Partition of Cell Particles and
Macromolecules, 3nd edition, Wiley, New York, 1986.

CLAUDIO, A.F.M.; FREIRE, M.G.; FREIRE, C.S.R.; SILVESTRE, A.J.D.; COUTINHO, J.A.P.
Extraction of Vanillin using lonic-Liquid-Based Aqueous Two-Phase Systems. Separation
and Purification Technology, v.75, p.39-47, 2010.

FREIRE, M.G., NEVES, C.; SILVA, A.M.S.; SANTOS, L. M. N. B. F.; MARRUCHO, |.M,;
REBELO, L.P.N.; SHAH,J.K.; MAGINN, E.J.; COUTINHO, JAP. H-1 NMR and

Area temética: Engenharia das Separacdes e Termodinamica 7



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

Molecular Dynamics Evidence for an Unexpected Interaction on the Origin of Salting-
In/Salting-Out Phenomena. Journal of Physical Chemistry B, v.114, n.5, p. 2004-2014,
2010.

GUTOWSKI, K.E.; BROKER, G.A.; WILLAUER, H.D.; HUDDLESTON, J.G.; SWATLOSKI,
R.P.; HOLBREY, J.D.; ROGERS, R.D. Controlling the aqueous miscibility of ionic liquids:
Aqueous biphasic systems of water-miscible ionic liquids and water-structuring salts for
recycle, metathesis, and separations. Journal of the American Chemical Society, v.125, n.22,
p.6632-6633, 2003.

KABIRI-BADR, M. and CABEZAS JR., H. A thermodynamic model for the phase behavior of
salt-polymer aqueous two-phase systems. Fluid Phase Equilibria, v.115, n.2, p. 39-58, 1996.

LOUROS, C.L.S.; CLAUDIO, A.F.M; NEVES, C.M.S.S.; FREIRE, M.G.; MARRUCHO, I.M,;
PAULY, J.; and COUTINHO, J.A.P. Extraction of Biomolecules Using Phosphonium-
Based lonic Liquids + K3PO, Agueous Biphasic Systems. International Journal of
Molecular Sciences, v.11, n.4, p.1777-1791, 2010.

MERCHUK, J. C.; ANDREWS, B. A.; ASENJO, J. A. Aqueous two-phase systems for protein
separation. Studies on phase inversion. Journal Chromatography B, v.711, p.285-293, 1998.

MEI, L.H.; LIN, D.Q.; ZHU, Z.Q.; HAN, Z.X. Densities and viscosities of polyethylene glycol +
salt + water systems at 20 °C. Journal Chemical Engineering Data, v.40, p.1168-1171, 1995.

NEVES, C.; VENTURA, S.P.M.; FREIRE, M.G.; MARRUCHO, |.M.; COUTINHO, J.A.P.
Evaluation of Cation Influence on the Formation and Extraction Capability of lonic-Liquid-
Based Aqueous Biphasic Systems. Journal of Physical Chemistry B, v.113, n.15, p.5194-
5199, 20009.

PERUMALSAMY, M.; BATHMALAKSHMI, A.; MURUGESAN, T. Experiment and
Correlation of Liquid—Liquid Equilibria of an Aqueous Salt Polymer System Containing
PEG6000 + Sodium Citrate. Journal of Chemical Engineering Data, v.52, p.1186-1188,
2007.

SELBER, K.; COLLEN, A.; HYYTIA, T.; PENTTILA, M.; TIERNELD, F.; KULA, MR.
Parameters influencing protein extraction for whole broths in detergent based aqueous two-
phase systems. Bioseparation, v.10, p.229-236, 2001.

TOME, L.ILN.; CATAMBAS, V.R.; TELES, AR.R.; FREIRE, M.G.; MARRUCHO, |LM;
COUTINHO, J.A.P. Tryptophan extraction using hydrophobic ionic liquids. Separation and
Purification Technology, v.72, n.2, p.167-173, 2010.

VENTURA, S. P. M.; SOUSA, S. G.; FREIRE, M. G.; SERAFIM, L. S.; LIMA, A. S. Design of
ionic liquids for lipase purification. Journal of Chromatography B, v.879, p.2679-2687,
2011.

WEI, D.; IVASKA, A. Applications of ionic liquids in electrochemical sensors. Analytica
Chimica Acta, v.607, n.2, p.126-135, 2008.

Area temética: Engenharia das Separacdes e Termodinamica 8





