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RESUMO

A busca crescente por processos seguros e eficazes de separacdo para materiais
bioldgicos aliado as propriedades vantajosas do polietileno glicol (PEG) e liquidos
ionicos (LI), levaram a aplicagGes promissoras e atraentes dos novos sistemas aquosos
bifasicos. Diante disso, objetivou-se nesse trabalho a construcdo das binodais para
sistemas aquosos bifasicos compostos por polietilenoglicol (PEG), liquido idnico
(cloreto de 1-etil-3-metilimidazolio) e agua. Os polimeros utilizados de diferentes
massas molares foram PEG 1500 g.mol™ e PEG 4000 g.mol™. Os sistemas PEG 1500 +
liquido iénico e PEG 4000 + liquido i6nico foram analisados nas temperaturas de (20 e
50) °C. O efeito da temperatura nas curvas binodais foi analisado tendo em vista os dois
tipos de PEG utilizados, sendo observado uma diminuicdo da &rea bifasica com o
aumento da temperatura para ambos os sistemas utilizados. O efeito da massa molar
também foi estudado, verificando um aumento da &rea bifasica nos sistemas com o PEG

de maior massa molar.

1 INTRODUCAO

Em tempos de melhoria da engenharia
molecular e projecdo de proteinas, o
desenvolvimento de novos e biocompativeis
métodos de extracdo, para a separacdo e
purificacdo de enzimas e proteinas, vém
ganhando importancia crescente. Dentre o0s
processos existentes atualmente um método
eficaz e economicamente viavel, que € uma
ramificagdo da extracdo liquido-liquido
chamada de extracdo por Sistemas AQu0s0S
Bifésicos (SAB’s), vem destacando-se para a
separacado e purificacdo de biomoléculas. Este
processo tem como principio a utilizacdo de
duas fases aquosas imisciveis que podem ser
obtidas pela adi¢céo de duas solugdes aquosas
de dois polimeros hidrofilos naturais ou

sintéticos, de uma solucdo polimérica e uma
solucéo salina e pela combinacédo de dois sais.
Portanto, a  separacdo/purificacdo  das
biomoléculas é realizada em ambiente
adequado e sob condi¢des amenas, Vvisto que
as fases de um SAB sdo compostas em sua
maioria de agua (70% a 90%), o que favorece
seu uso na extracdo de compostos de origem
biolégica, uma vez que favorecem a
estabilidade dos mesmos (ALBERTSSON,
1986; PEREIRA et al., 2013; SELBER et al,
2001). Esta técnica é amplamente utilizada na
purificacdo de biomoléculas, onde as suas
vantagens incluem seletividade favoravel,
baixo custo e adaptabilidade para o
processamento continuo da amostra e
retencdo da atividade bioldgica (KRONER et
al., 1978).
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SAB a base de polimeros tém sido
largamente utilizados na separagcdo e
purificacdo de proteinas, enzimas, células do
sangue e antibioticos (ALBERTSSON, 1986;
ZASLAVSKY, 1995; PEREIRA et al., 2012).
Entretanto, apesar de suas vantagens, SAB a
base de polimeros apresentam fases com
polaridades semelhantes, um fato que
restringe sua aplicacdo, devido a baixos
rendimentos de extracdo e/ou purificagdo. Ja
os SAB’s formados por PEG e sal consiste de
um grupo hidrofdbico constituida
principalmente por polimeros, e uma fase
hidrofilica (e ibnica), compostas por sais
inorganicos de uma elevada densidade de
carga (MAZZOLA et al.,, 2008). A gama
limitada de diferencas de polaridades entre as
duas fases limita assim a aplicabilidade de
SAB a base de polimero convencional para
fins de extracdo e/ou separacdo. No entanto, a
substituicdo de um sal inorganico de elevada
densidade de carga e/ou um polimero por
liquido i6nico, pode fornecer um controle
maior das polaridades das fases, uma vez o LI
que pode ser escolhido adequadamente, tendo
em conta a grande variedade de suas
estruturas (PLECHKOVA e SEDDON 2008).

As diferencas limitadas entre as duas
fases nestes sistemas convencionais, conduziu
a procura de estratégias alternativas, tais
como a derivatizacdo do polimero ou a
utilizacdo de aditivos, a fim de melhorar os
rendimentos de extracdo da molécula alvo (LI
e KAO, 2003; ROSA et al., 2007; JIANG et
al., 2009; PEREIRA et al., 2010).

Em particular, 0s novos sistemas
aquosos bifasicos (SAB) a base de PEG-LI-
agua exibem uma gama hidrofébico-
hidrofilico mais ampla em comparacdo com
sistemas convencionais. Esta caracteristica
tem um impacto importante na separagéo,
uma vez que aumenta a variedade de
biomoléculas que pode ser separada ou
purificado por SAB (FREIRE et al 2012;
PEREIRA et al 2013).
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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 condigfes 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 liquido iénico
(cloreto de  1-etil-3-metilimidazolio) e
polietilenoglicol (1500 g.mol? e 4000 g.mol
1) e 4gua nas temperaturas de 20°C e 50°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 conducdo deste trabalho foram: cloreto de
1-etil-3-metilimidazélio  ([C2min]Cl) da
Sigma-Aldrich (USA) com grau de pureza >
95% e polietilenoglicol 1500 g.mol™ e 4000
g.mol*da Synth, Brasil.

Nos experimentos foram empregados
agua destilada e todos os reagentes usados
foram de grau analitico.

2.2 Métodos
2.2.1 Preparo Dos Sistemas Aquosos
Bifésicos

Para montagem do sistema agquoso
bifasico, composto por PEG-LI-agua, serdo
preparadas solugdes estoque de PEG em agua
e LI em agua.
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Os diagramas de fase dos sistemas
aquosos foram formados utilizando solugdes
aquosas de PEG 1500 + LI + agua, PEG 4000
+ LI + 4gua, nas temperaturas de 20°C e
50°C. Esses sistemas serdo construidos pela
aplicacéo 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 turvacéo.
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 solucéo de LI
(50uL) com auxilio de uma pipeta automatica,
até ocorrer a turvacdo do sistema (solucdo
bifasica). Nesse momento devera ser
registrada a quantidade de LI que provocou a
turvacdo. Em seguida, o sistema deverad 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 (Equacado 1) foi
utilizada para correlacionar os dados das
binodais (WANG et al., 2010).

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

Onde w: é a fracho maéssica de
polietilenoglicol, w2 é a fracdo massica de
liquido idnico e a, b, ¢ e d sdo parametros de
ajuste da equacao.

3 RESULTADOS
Foram realizados os estudos do efeito
da temperatura e massa molar dos polimeros

com a construcdo das curvas binodais.

3.1 Efeito da Temperatura nos Diagramas
Estudados

Com o0 aumento da temperatura as
curvas de equilibrio tendem a se deslocarem
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para as regides proximas aos eixos, em
sistemas mais tradicionais. Mas foi observado
no sistema composto por PEG e LI que ao se
aumentar a temperatura tanto para o PEG
1500 g.mol* quanto para o PEG 4000 g.mol™
ocorreu justamente o contrario, como pode ser
observado nas figuras 1 e 2.

Figura 1 - Diagramas de equilibrio de fases para
sistemas PEG 1500, LI e 4gua nas temperaturas de
20°C e 50°C.

0,5

® 20°C
. o 50°C
)
04 .
o°
° %,
£ 031 o &
£ o
Q e o
w o
a 02 [ ) o
o
e "o
L o)
. )
0,1 ° O0
® %
o <]
° ° 4
00 . . . — %0eq4 %0
02 03 04 05 06 07
LI (m/m)

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 2 - Diagramas de equilibrio de fases para
sistemas PEG 4000, LI e 4gua nas temperaturas de
20°C e 50°C.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Com o0 aumento da temperatura foi
verificado uma diminuicdo da regido bifasica.
Esse comportamento estd de acordo aos



encontrado por Freire et al.,, (2012) que
estudaram as interagdes que controlam o
comportamento de fases compostas de PEG e
LI. Esse comportamento também foi
observado nos SAB compostos por liquido
ibnico e sais inorganicos (DU et al., 2007;
CHEN et al., 2010) e aos sistemas compostos
por polimeros/polimero. Tal comportamento
pode ser resultado da baixa densidade de
carga dos liquidos idnicos em relagdo aos sais
inorganicos.

3.2 Efeito da Massa Molar do PEG nos
Diagramas Estudados

Ao se comparar 0s sistemas na mesma
temperatura (20°C ou 50°C) e variando a
massa molar do polimero (PEG 1500 g.mol™
e PEG 4000 g.mol!) como observado na
figura 3 (20°C) e na figura 4 (50°C) pode-se
observar que o PEG de maior massa molar
apresentou uma maior regido bifasica. Uma
tendéncia semelhante foi observado no SAB
convencional formados por PEG e sal
inorganico, a hidrofobicidade aumenta com o
aumento do peso molecular do PEG,
facilitando assim a formacdo do SAB. PEG de
maior peso molecular, apresentam uma menor
afinidade com a agua.

Figura 3 - Diagramas de equilibrio de fases para
sistemas PEG 1500 e PEG 4000, LI e &gua na
temperatura de 20°C.
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Figura 4 - Diagramas de equilibrio de fases para
sistemas PEG 1500 e PEG 4000, LI e &gua na
temperatura de 50°C.
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Rodriguez et al. (2009) demostraram
gue um aumento no peso molecular do
polimero leva a intervalos maiores de
imiscibilidade com liquido iénicos a base de
cloreto. Por isso, polimeros com maior peso
molecular sdo menos solGveis em liquido
ibnico e sdo mais facilmente separadas do
meio aquoso.

3.3 Parametros Ajustados

Os valores obtidos para 0s parametros a,
b, c e d da equacdo com seus respectivos
desvios padrdes e o0s coeficientes de
determinacdo R? das equagOes ajustadas para
0s sistemas investigados estdo presentados na
Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros ajustados e coeficiente de
determinagdo (R?) obtidos para o sistema LI-PEG
pela equacdo de Hu et al., (2003)

20°C 50°C
1500 4000 1500 4000
a 10,8807 -0,1163 6,1181 20,0748
b -58,9651 -3,3229 -33,4127 -97,4960
c 84,2775 47119 46,1071 129,3333
d -56,7159 -13,3305 -30,7208 -73,3310
Rz 0,9979 0,9978 0,9992 0,9992

Fonte: Dados da pesquisa.
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4 CONCLUSAO

Foi possivel a construcdo das binodais
para sistemas aquosos bifasicos compostos
por polietilenoglicol (PEG), liquido i6nico
(cloreto de 1-etil-3-metilimidazolio) e &gua.
Constatou-se que 0 aumento da temperatura
favoreceu uma diminuicdo da regido bifésica,
e que o aumento da massa molar polietileno
glicol favoreceu um aumento da regido
bifasica.

NOMENCLATURA

PEG - polietilenoglicol,

LI - liquido i6nico;

SAB - sistema aquoso bifasico;

w1 - fragdo méssica de polietilenoglicol;

w; - fragdo méssica de liquido i6nico;

a, b, c e d - parametros de ajuste da equacao.
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