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RESUMO

A extracdo liquido-liquido utilizando sistemas aquosos bifasicos (SABs) € uma técnica
promissora na purificacdo de biomoléculas de interesse industrial e laboratorial. Para a
purificacdo de compostos utilizando SABs é imprescindivel a obtencdo dos dados de
equilibrio nas condi¢cdes de particdo. Diante disso, objetivou-se nesse trabalho a
construcdo das binodais para sistemas aquosos bifasicos compostos por polietilenoglicol
6000 g.mol* (PEG 6000), fosfato de potassio e agua, nos pHs 6 e 7, na temperatura de
5°C. O efeito do pH nas curvas binodais foi analisado, sendo observado uma diminuigédo
da &rea bifasica com a diminuicdo do pH. Verificou-se ainda que a elevacdo do pH
aumentou o comprimento da linha de amarragcdo (CLA), e diminuiu a inclinacdo (ILA).
Foi possivel a obtengdo dos dados de equilibrio do sistema PEG/fosfato nas condicdes

estudadas.

1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, a extracdo liquido-
liquido utilizando sistemas aquosos bifasicos
(SAB’s) tem apresentado um grande potencial
para a concentracdo, isolamento e separacao
de biomoléculas. Os SAB’s s3o misturas
ternérias, compostas majoritariamente por
agua, (70% a 90%), que sob determinadas
condicbes de composicdo, temperatura e
pressao, apresentam duas fases em equilibrio
termodinamico. As fases sdo regides que
apresentam  propriedades termodinamicas
intensivas diferentes, como indice de refracdo,
composicao e densidade. Mas, quando as duas
fases do SAB’s estdo em equilibrio, nenhuma
propriedade termodindmica varia em uma
dimensdo temporal, ou ainda, ndo ha troca
resultante de matéria entre as fases. Essas

fases sdo separadas por uma interface, que é
uma regido na qual as propriedades
termodindmicas intensivas de cada fase
transitam para valores diferentes, sempre
tendendo para o valor daquela propriedade no
seio da outra face em equilibrio
(CARVALHO et al., 2007).

A formacdo de duas fases durante o
processo de mistura de solugbes aquosas
dependera das interacbes intermoleculares —
expressas em termos de energia livre — entre
o0s constituintes formadores do sistema. Seréo
também estas mesmas interacbes as
responsaveis por todas as propriedades fisico-
quimicas presentes nas duas fases, como por
exemplo, a distribuicdo dos diferentes
componentes do sistema, da relacdo de
volume entre as fases, da diferenca de
potencial elétrico, do excesso de energia livre
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associados a interface, do coeficiente de
particdo de um soluto especifico, entre outros
(DA SILVA E LOH, 2006).

Os SAB’s podem ser formados a partir
da mistura de dois polimeros, de polimero e
sal, (GARZA-MADRID et al.,, 2010), de
solvente organico e sal (AMID et al., 2012)
ou de liquido idnico e sal (LOUROS et al.,
2010). Os sistemas PEG e sal apresentam
vantagens em relagdo aos demais sistemas
pelo custo reduzido, menor tempo de
separacdo de fases e propriedades fisicas
favoraveis a operacdo em larga escala, como
elevada seletividade e diferenca de densidade
e viscosidade entre as fases, adequadas para o
trabalho com equipamentos de extracGes
disponiveis no mercado. Além disso, 0s
sistemas PEG e sal tém sido muito utilizados
para a extracdo de compostos pelo fato de
poderem ser formados a temperatura
ambiente. A separacdo das fases é atingida
mais rapidamente em virtude da menor
densidade da fase salina em relacdo a fase
polimérica, o que facilita a aplicagdo de
sistemas formados por polimero-sal em escala
industrial (HUSTED et al., 1985; SALABAT,
2001).

Para a utilizacio dos SABs ¢
imprescindivel 0 conhecimento do
comportamento das fases nos sistemas. Para
isso, sdo obtidos os diagramas de fase para os
componentes, nos quais as composi¢cdes dos
constituintes para a separacdo de fases sdo
determinadas (SAMPAIO, 2011). Os dados
de equilibrio de fases dos SABs podem ser
representados em diagramas de equilibrio, em
temperatura e pressdo fixa. Os diagramas de
equilibrio  representam  graficamente a
composicdo dos constituintes do sistema,
presentes em certas concentracdes, onde
ocorre a separacao de fases.

A curva que divide a regido em duas
fases é chamada de binodal. A binodal
determina os pontos de méxima composi¢do
em que um sistema permanece unifasico e
representa a composigéo das fases superiores
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e inferiores de uma determinada linha de
amarracdo (LA). As linhas de amarracdo séo
representadas como as retas que ligam os
pontos no diagrama que representam a
composicdo das duas fases em equilibrio.
Quaisquer pontos que pertencam a regido
bifasica e estejam na mesma linha de
amarracdo terdo as mesmas propriedades
termodinamicas intensivas (volume molar,
densidade, entalpia molar etc.), porém sendo
distintas as varidveis extensivas (massa,
volume etc.) (DA SILVA E LOH, 2006).

Ao se fazer um estudo da particdo €
necessario conhecer os dados de equilibrio
dos sistemas que serdo utilizados. Para cada
sistema seja polimero/polimero, polimero/sal
polimero/liquido iénico existe um diagrama
de fases que define as proporcOes entre 0s
componentes formadores das fases. Alguns ja
estdo disponiveis na literatura, porém, é
importante ao testar um novo sistema que se
construa um diagrama nas condi¢fes de
trabalno a serem utilizadas na extracao
(temperatura, massa molar do PEG, pH, entre
outros).

Diante do exposto, objetivou-se nesse
trabalho estudar o comportamento do sistema
de duas fases constituidos por fosfato de
potassio e polietilenoglicol (2000 g.mol? e
6000 g.mol™) e 4gua na temperatura de 5°C.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

O trabalho experimental foi realizado
no Laborat6rio de Engenharia de Processos da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
campus de Itapetinga. Os reagentes utilizados
na conducgéo deste trabalho foram: fosfato de
potassio monobasico e fosfato de potassio
bibasico (P.A. - Cinética, Brasil) e
polietilenoglicol 2000 g.mol* e 6000 g.mol™
da Synth, Brasil.
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Nos experimentos foram empregados
agua destilada e todos os reagentes usados
foram de grau analitico.

2.2 Métodos

2.2.1 Preparo Dos Sistemas AQquosos
Bifasicos

Para montagem do sistema aquoso
bifasico, composto por PEG-Sal-agua, seréo
preparadas solucgdes estoque de PEG em agua
e Sal em agua. A solucdo de sal foi preparada
colocando quantidades adequadas do fosfato
de potassio monobasico e bibasico, a fim de
obter os pHs desejados.

Os diagramas de fase dos sistemas
aquosos foram formados utilizando solugdes
aquosas de PEG 2000 + Sal + &gua, PEG
6000 + Sal+ agua, na temperatura de 5°C e
nos pHs 6 e 7. Esses sistemas serdo
construidos pela aplicagio do método
turbimétrico (ALBERTSSON, 1986), que
indica o inicio da regido bifasica. O
procedimento consiste em pesar 1 g da
solucdo de PEG em tubos de vidro, para
melhor visualizacdo da turvacdo. O tubo
contendo a solucdo de PEG serd levado ao
banho termostatico e deixado até atingir o
equilibrio  térmico. Em seguida, serdo
adicionadas gota a gota da solucdo de sal
(50uL) com auxilio de uma pipeta automatica,
até ocorrer a turvacdo do sistema (solucédo
bifasica). Nesse momento devera ser
registrada a quantidade de LI que provocou a
turvacdo. Em seguida, o sistema devera ser
titulado com 4gua destilada até o
desaparecimento da turvacdo, registrando o
seu valor. Esse procedimento deverd ser
repetido continuamente até a obtencdo dos
pontos necessarios para fazer a curva.

A equacdo empirica (Equacdo 1) foi
utilizada para correlacionar os dados das
binodais (WANG et al., 2010).

wi=exp(a +b w225 + cwz + dw?) (1)

XXXVII ENEMP
18 a 21 de Outubro de 2015
Universidade Federal de S&o Carlos

Onde w: é a fracdo maéssica de
polietilenoglicol, w- € a fragdo massica de sal
e a, b, c e dsdo parametros de ajuste da
equacao.

2.2.2 Determinacéo das Linhas de Amarracéo

A partir das binodais, serdo preparados
trés pontos globais para cada condigdo
estudada. Foram utilizados trés pontos globais
para cada sistema PEG-sal, 0s quais estdo
apresentados na tabela 1. Os sistemas forma
formados com adi¢do de quantidade adequada
de solucdo estoque de PEG, sal e 4gua em
balanga analitica até que se alcance uma
massa final de 50g, em tubos de centrifuga
graduados, com fundo coénico. Apds a
montagem do sistema, 0S mesmos Sserdo
centrifugados durante 5 min a 40009, para
acelerar a formacdo de fase. Em seguida, 0s
sistemas permanecerdo em repouso em estufa
B.O.D. por 24 horas para que o equilibrio seja
alcancado.

Tabela 1 — Composi¢cdes globais para 0s
sistemas formados por PEG 6000 + fosfato de
potéssio, nos pHs 6 e 7 e na temperatura de
5°C, expressas em porcentagem massica

(%m/m)

Ponto Global PEG sal
1 12 12
2 14 14
3 16 16

Fonte: Proprio autor.

O comprimento da linha de amarracao
(CLA) e a inclinagdo da linha de amarragdo
(ILA) foram calculados utilizando as
equaces 2 e 3.

CLA=[(Cps-Cpi)?+(Css-Csi)?]°® (2)
ILA = (Cps-Cpi)/(Css-Csi) 3

Onde: Cps e Cpi sdo as concentragdes do
polimero na fase superior e inferior,
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respectivamente, enquanto Css e Csi sdo as
concentragbes de sal na fase superior e
inferior, respectivamente.

2.2.3 Coleta de Fases

Apbs alcancar o equilibrio, as fases do
topo e do fundo foram separadas e pesadas,
utilizando seringas longas. As fases
superiores foram retiradas com cuidado,
deixando uma camada de 0,5 cm acima da
interface. Posteriormente, uma seringa oi
introduzida delicadamente para retirada da
fase inferior no tubo, evitando a perturbagéo
da interface. As fases foram armazenadas em
recipientes com tampa e mantidos sob
refrigeracdo o momento de realizacdo das
analises.

2.2.4 Medida do Volume das Fases

Foi obtida uma relacdo entre a massa de
agua e a altura da coluna de &gua atingida por
essa massa. A partir da densidade da agua, na
temperatura ambiente, foi construida a curva
analitica em funcdo do volume de agua e da
altura da coluna de agua utilizando a equacéo
4. Assim sendo, antes da retirada das
aliquotas das fases, a altura de cada fase foi
medida com auxilio de uma régua, para
calculo do volume. A altura da fase inferior
foi lida a partir do fundo do tubo até a
interface, e a altura da fase superior foi
calculada subtraindo a medida da altura total
(medida do fundo até a superficie da fase
superior) com a medida da altura da fase
inferior.

p=mlv 4)
Onde: p = densidade; m= massa; » = volume.
3 RESULTADOS

3.1 Efeito da pH nos Diagramas Estudados
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A figura 1 mostra o diagrama de fases
do sistema composto por PEG 6000 e fosfato
de potassio nos pHs 6 e 7, na temperatura de
5°C. Esses diagramas delineiam o
comportamento dos sistemas aquoso bifasico
e sdo Unicos para cada sistema em condicdes
de temperatura, concentracdo de sal e
concentracdo do polimero, sendo que a
formacdo das duas fases aquosas depende da
concentragdo de do sistema. Abaixo das
concentragdes criticas do polimero e do sal,
mistura dos componentes sdo completamente
misciveis formando uma fase homogénea; e,
acima das concentraces criticas de PEG e
sal, ocorre um sistema com duas fases. Sendo
assim, o diagrama de fases separa a regido
monofésica (abaixo da curva) da bifasica
(acima da curva) de acordo com a
concentracdo de cada componente expressa
em %m/m. Observa-se que ao se reduzir o pH
de 7 para 6 € necessario aumentar a
concentragdo dos constituintes das fases para
construcdo da curva binodal. Tal resultado
esta de acordo a diversos trabalhos da
literatura, como o de Ferreira et al. (2007),
que estudou a influéncia do pH nos diagramas
de fases constituidos por PEG 6000 e cloreto
de célcio e Videira e Aires-Barros (1994), que
estudou o sistema formado por PEG/Fosfato
nos pHs 7 e 8.

Figura 1 - Diagramas de equilibrio de fases para
sistemas PEG 6000, fosfato de potassio e agua nos
pHs 6 e 7, na temperatura de 5°C.
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Fonte: Dados da pesquisa.
3.2 Parametros Ajustados

Os valores obtidos para os parametros
a,b, c e d da equacdo com seus respectivos
desvios padrdes e o0s coeficientes de
determinacdo R? das equacg0es ajustadas para
0s sistemas investigados estdo apresentados
na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros ajustados e coeficiente de
determinacdo (R?) obtidos para o sistema PEG-sal
pela equacdo de Hu et al., (2003)
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1 0,0157 0,1811  0,8032
2 0,0024 0,2340 0,7636
3 0,0002 0,2863 0,7135

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 4 — Fragfes massicas (%m/m) para
sistemas formados PEG 6000 e fosfato de potassio
e agua nos pHs 7 a 5°C

Composic¢ao Global do Sistema

R pH
Parametros 6 7
a 0,1669 -0,3064
b -9,2008 -2,9373
c 15,8429 -8,4689
d -99,9521 -32,9831
R2 0,9986 0,9986

Fonte: Dados da pesquisa.
3.3. Linhas de Amarracéao

Foram determinadas trés linhas de
amarragdo para cada sistema estudado (Figuras 3
e 4). As composicdes globais e de equilibrio, da
fase superior e da fase inferior, dos SAB’s
formados por PEG 6000 e fosfato de potassio e
agua nos pHs 6 e 7 a 5°C sdo mostradas na tabela
3ed.

Tabela 3 — Fragfes massicas (%m/m) para
sistemas formados PEG 6000 e fosfato de potassio
e agua nos pHs 6 a 5°C

LA Composicdo Global do Sistema
Wpeg Wsal Wagua
1 0,2411 0,4801 0,2788
2 0,2803 0,5608 0,1591
3 0,3208 0,6401  0,3932
Composicéo da Fase superior
Wpeg Wsal Waégua
1 0,2210 0,0609 0,7181
2 0,2788 0,0452 0,6760
3 0,3156 0,0370  0,6474

Composicédo da Fase Inferior

Wpeg Wsal Wagua

LA Wpeg Wsal WAégua
1 0,2413 0,4834 0,2753
2 0,2803 0,5604 0,1593
3 0,3223 0,6414 0,0363
LA Composicao da Fase superior
Wpeg Wsal Wagua
1 0,2692 0,0421 0,6887
2 0,3275 0,0314 0,6411
3 0,4039 0,0201 0,5760
LA Composicao da Fase inferior
Wpeg Wsal Wagua
1 0,0106 0,1924 0,7970
2 0,0037 0,2317 0,7646
3 0,0016 0,2535 0,7449
Fonte: Dados da pesquisa

Quando se traga a linha de amarracdo,
verifica-se o alinhamento dos pontos relativos as
fases e a mistura global.

Pode ser observado nas tabelas 3 e 4 que a
fracdo massica do fosfato de potassio é maior na
fase inferior, e a fracdo massica de PEG 6000 é
maior na fase superior. Pode ser observado
também que as fragdes massicas de 4gua nas duas
fases sdo préximas.

De acordo com Da Silva e Loh (2006), o
comprimento da linha de amarragdo esta
associado a seletividade do sistema. Quanto
menor  comprimento da linha de amarragéo
(CLA), associada a uma dada composicdo global
do sistema, mais proximo de 1 sera o valor do
coeficiente de particdo da biomolécula de
interesse, portanto, menos seletiva a extragao.
Entretanto com o aumento do CLA, a
transferéncia da proteina tende a uma das fases,
isto €, o valor do coeficiente de parti¢do torna-se
mais distantes de 1, para mais ou para menos.
Esse comportamento é resultado do aumento na
diferenca da composicao entre as fases que gera,
consequentemente, 0 incremento das
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contribuicbes  entrépicas e entalpicas na
transferéncia da proteina para uma das fases.

De acordo com Carvalho (2004) a
inclinagdo da linha de amarracéo é uma medida de
como a composicdo das fases variam com a
modificacdo de propriedades do sistema. Pode ser
observado na tabela 4 que com o aumento do
CLA para o sistema a pH 6 ocorreu um aumento
na inclinacdo da linha de amarracdo (ILA). Para
ph 7 tal comportamento nao foi observado.

Tabela 4 — Dados do comprimento da linha de
amarracdo (CLA) e inclinacdo da linha de
amarracgdo (ILA).

LA pH 6
CLA ILA

1 0,2379 -1,7087
2 0,3348 -1,4640
3 0,4021 -1,2650

pH7
1 0,2992 -1,7204
2 0,3808 -1,6163
3 0,4681 -1,6814
Fonte: Dados da pesquisa

Figura 2 — Linhas de amarracdo para 0 sistemas
formado por PEG 6000 + Fosfato de Potassio no
pH 6 e na temperatura de 5°C.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 3 — Linhas de amarracéo para o sistemas
formado por PEG 6000 + Fosfato de Potassio no
pH 7 e na temperatura de 5°C.
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4 CONCLUSAO

Foi possivel a construgdo das binodais
para sistemas aquosos bifasicos compostos
por polietilenoglicol (PEG), fosfato de
potassio e agua nas condi¢cbes estudadas.
Constatou-se que 0 aumento do pH favoreceu
um aumento da é&rea bifésica, além de
aumentar o CLA e diminuir a ILA.

5 NOMENCLATURA

PEG - polietilenoglicol,

SAB - sistema aquoso bifasico;

Whpec- fracdo massica de polietilenoglicol;
Wsai - fragdo maéssica de sal;

CLA — comprimento da linha de amarragao;
ILA —inclinacdo da linha de amarracao;

a, b, c e d - parametros de ajuste da equacao;
Cps - concentragdo do polimero na fase
superior;

Cpi - concentracdo do polimero na fase
inferior;

Css - concentracao de sal na fase superior;

Csi concentragéo de sal na fase inferior

p = densidade;

m= Massa;

v = volume.
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