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RESUMO

Os frutooligossacaridios sao edulcorantes prebioticos produzidos por meio da
transfrutosilacdo da sacarose com o0 uso da enzima frutosiltransferase. Uma
alternativa com menor nimero de etapas, menor custo e escalonamento mais simples
em relacao com métodos convencionais para a extracao e purificacdo desta enzima é
a extracao liquido-liquido utilizando sistemas aquosos bifasicos. A primeira etapa na
tentativa de viabilizacdo industrial deste processo consiste no conhecimento do
comportamento do equilibrio liquido-liquido dos sistemas envolvidos. Deste modo o
foco do presente trabalho esta no estudo do equilibrio liquido-liquido de sistemas
constituidos pelo surfactante Triton X-114 + agua + sais (sulfato de sédio, citrato de
sédio ou tartarato de sodio) nas temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30 °C, e pHs de 5;
7,5 e 10. Adicionalmente, foi estudado o efeito da glicose, um componente presente
no meio do qual a enzima é extraida, no equilibrio liquido-liquido destes sistemas.
Neste estudo, a composicao das curvas binodais foi obtida por titulacao turbidimétrica;
a composicao das linhas de amarragédo foi calculada usando a metodologia de
Merchuk; e a concentracdo de glicose nas fases foi obtida por reacao desta com
reagente de DNS, e leitura em espectrofotometro UV/VIS a 540 nm. Foi observado
que: o efeito salting out dos anions dos eletrdlitos sobre o Triton X-114 e sobre a
glicose foi maior para os anions SO%~, apresentando comportamento similar para os
jons Cc,Hs03~ e C,H,0%", e para baixas concentragdes do carboidrato este se
particionou preferencialmente na fase rica em polimero. Apenas o pH 5 teve efeito
sobre a curva binodal do sistema contendo citrato de sédio. A metodologia de Merchuk
para calculos das composicdes das linhas de amarracdo se correlacionou
adequadamente com dados experimentais da literatura. A diminuicao da temperatura
do sistema levou ao aumento da inclinagdo das linhas de amarracéao e diminuicao da
regiao bifasica para os sistemas constituidos por Triton X-114 + 4gua + sais.

Palavras chave: Triton X-114. Equilibrio Liquido-liquido. Sistemas aquosos bifasicos.

Coeficiente de particdo da glicose.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides are prebiotic sweeteners produced by transfructosylation of
sucrose by the enzyme fructosyltransferase. An alternative with fewer steps, lower cost
and simpler scheduling to the conventional methods for the extraction and purification
of this enzyme is the liquid-liquid extraction using two-phase aqueous systems. The
first step in the attempt to make this process viable is the knowledge of the liquid-liquid
equilibrium behavior of the systems. Thus the focus of the present work is the study of
liquid-liquid behavior of systems constituted by surfactant Triton X-114 + water + salts
(sodium sulfate, sodium citrate or sodium tartrate) at temperatures of 10 °C, 20 °C
and 30 °C, and pHs of 5, 7.5 and 10. Additionally, the effect of glucose, a component
present in the medium from which the enzyme is extracted, was studied in the liquid-
liquid equilibrium of these systems. In this study, the composition of the binodal curves
were obtained by turbidimetric titration, the composition of the tie lines were calculated
using the Merchuk methodology and the glucose concentration in the phases was
obtained by reaction with DNS reagent, and readings in spectrophotometer UV / VIS
at 540 nm. It was observed that SO3~ had showed higher salting out effect on Triton X-
114 and C4H;03~ and C,H,0%~ had showed similar behavior. At low carbohydrate
concentrations, this component is preferentially partitioned in the polymer rich phase.
Only pH 5 had an effect on the binodal curves of the system containing sodium citrate.
The Merchuk methodology for calculations of the tie lines composition correlated
adequately with experimental data from the literature. The decrease in temperature of
the system led to an increase of the slope of the tie lines and a decrease of the biphasic
region to the systems constituted by Triton X-114 + water + salts.

Keywords: Triton X-114. Liquid-liquid equilibrium. Biphasic aqueous systems.
Coefficient of glucose partition.
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14
1 INTRODUCAO

Os frutooligossacaridios sado oligossacaridios prebidticos utilizados como
edulcorantes, formados por unidades de frutose ligados a uma de glicose. Uma de
suas rotas de obtencao ocorre a partir da transfrutosilacao da sacarose que da origem
a uma mistura de glicose, frutooligossacaridios e outros subprodutos. A
transfrutosilacao é catalisada pela enzima frutosiltransferase produzida por diferentes
microorganismos, dentre eles alguns do género Aspergillus. De modo que a enzima
possa ser utilizada em suas condi¢coes 6timas, bem como imobilizada para uso em
reatores continuos, ela deve ser isolada do caldo de fermentacao no qual foi excretada
(enzima extracelular).

Um dos desafios do uso de enzimas em processos biotecnoldgicos consiste em
sua extracdo e purificacdo. Estes biocatalisadores sdo produzidos em meios muito
complexos, que contém constituintes dos meios de cultura, organelas celulares,
subprodutos, agua e outros componentes misturados ao componente a ser extraido.
Convencionalmente, os processos de extracdo e purificacdo de enzimas e outras
biomoléculas sao constituidos por varias etapas complexas, que empregam recursos
sofisticados e, muitas vezes em pequena escala.

Um dos modos de se diminuir os custos e a complexidade dos processos de
extracdo de enzimas, bem como aumentar a escala desses processos consiste em
utilizar a extragdo liquido-liquido. Uma das alternativas de emprego deste processo
esta no uso de sistemas aquosos bifasicos. Estes sistemas sado formados por duas
fases liquidas imisciveis, ou parcialmente misciveis, nas quais a agua é o componente
majoritario. Aqueles constituidos por polimero + agua + sal possuem algumas
vantagens em relagdo aos demais sistemas: ndo provocam desnaturacéo ou perda
de atividade dos biocompostos extraidos; podem ser muito seletivos a um dado
componente devido a grande combinacdo de parametros; possuem viscosidade e
tensao interfacial adequadas para a implementacao de um processo de extracdo em
grande escala, dentre outras.

O conhecimento do comportamento desses sistemas em equilibrio liquido-liquido
€ necessario para a implementacao da purificacdo de biomoléculas, dentre esta as
enzimas, utilizando a extracao liquido - liquido. Os principais parametros que afetam
o equilibrio liquido-liquido dos sistemas aquosos bifasicos sdo: o polimero e o sal

utilizados, pH e temperatura do sistema.
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A implementacdo de um processo de extracao da frutosiltransferase a partir do
caldo de fermentacdo no qual é excretada utilizando sistemas aquosos bifasicos
constituidos por polimero +agua + sal é dependente do conhecimento dos fatores que
afetam o equilibrio liquido-liquido destes compostos.

Deste modo o presente trabalho visou o estudo do comportamento do ELL de
sistemas que podem vir a ser utilizados na separacdo e purificacdo da
frutosiltransferase, enzima responsavel pela conversdo de sacarose em
frutooligossacarideos (FOS), que sao edulcorantes com efeitos probioticos, partir do

caldo de fermentacao no qual é produzida pelo fungo Aspergillus oryzae IPT-301.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Estudar o comportamento do ELL de sistemas aquosos bifasicos (SABSs)
constituidos por agua + polimero + sais em diferentes pHs e temperaturas, bem como

a particao de glicose nestes sistemas.

2.2 Objetivos especificos

a) Estudar, o comportamento de ELL de SABs constituidos por Triton X-114 (2) +
agua (1) + sulfato de sdédio (3), nas temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30 °C;

b) Avaliar o comportamento do ELL de SABs constituidos por Triton X-114 (2) +
agua (1) + citrato de sédio (4) nas temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30°C;

c¢) Analisar o comportamento do ELL de SABs constituidos por Triton X-114 (2) +
agua (1) + tartarato de sddio (5) a temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30°C;

d) Ajustar os parametros dos modelos matematicos que melhor representam o
comportamento das curvas binodais dos sistemas constituidos por Triton X-114
+ agua + sais nas temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30 °C, sem ajuste de pH
(aproximadamente 7,5);

e) Calcular a composicao das linhas de amarragao dos sistemas constituidos por
Triton X-114 + agua + sais nas temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30 °C, sem
ajuste de pH utilizando a metodologia proposta por Merchuck (1998);

f) Estudar o efeito do pH a 20 °C no comportamento das curvas binodais dos
sistemas compostos por Triton X-114 + agua + sais;

g) Analisar a particao de glicose (6) em SABs constituidos por agua + polimero +

sais.
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3 JUSTIFICATIVA

Um dos problemas basicos relacionados ao desenvolvimento de diferentes
operacdes biotecnoldgicas € o alto custo dos processos. A importancia de selecionar
um método adequado de separacao é evidenciada pelo fato de que os custos
estimados de isolamento e purificacdo das biomoléculas (enzimas) compreendem
aproximadamente 60-80 % das despesas de producdo (DYR; SUTTNAR, 1997;
LIENQUEO; ASENJO, 2000; OWEN; CHASE, 1997).

A extracdo em SABs apresenta uma série de vantagens, como alta eficiéncia de
processo, baixo custo de separacédo e ampliagao de escala, bem como a preservacao
da atividade biol6gica das moléculas separadas (por exemplo, enzimas). Portanto, os
SABs podem ser amplamente utilizados em biotecnologia para o isolamento e
purificacdo de proteinas (DEMBCZYNSKI et al., 2010; KEPKA et al., 2005; ROSA et
al., 2009).

As vantagens de se utilizar sistemas contendo polimero e sal, em relacdo a
aqueles contendo dois polimeros, séo a alta seletividade na separagdao de moléculas
pela solubilidade, menor viscosidade e 0 menor tempo de separagao entre as fases
(AZIMAIE et al., 2010). Embora o eletrélito seja o responsavel principal pela separacao
de fases, outros fatores que afetam o ELL neste tipo de sistema sdo o pH e a
temperatura(CHAKRABORTY; SEN, 2016).

O uso dos chamados polimeros termosmosparaveis tem aumentado recentemente
(PRZYBYCIEN; PUJAR; STEELE, 2004; SCHUGERL; HUBBUCH, 2005). A fase rica
em polimero, obtida como resultado da separacao primaria de duas fases, € aquecida
a uma temperatura que excede o ponto de névoa (PN) para um dado polimero. Isto
leva a uma nova separacgao de fases, na qual uma das fases consiste principalmente
de agua, enquanto a outra compreende o polimero concentrado (BERGGREN,
JOHANSSON, YJERNELD, 1995). No sistema bifasico primario, a proteina separada
deve migrar seletivamente para a fase polimérica. Durante a termosseparacao da fase
polimérica, a proteina purificada migra para a fase que consiste principalmente de
agua. A outra fase é formada pelo polimero concentrado, que pode ser usado para
outra extragdo (DEMBCZYNSKI; BIALAS; JANKOWSKI, 2010).

O mercado global de enzimas industriais esta estimado entre US $ 4,5 bilhdes e
USS 5,0 bilhdes em 2015. Em relacdo as enzimas para o processamento de agucar,
o mercado foi estimado em USS 300 milhées (GUERRAND, 2018). Estima-se que o
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mercado de enzimas continuara a crescer a uma taxa estimada de 6% a 8% ao ano
no periodo 2016-2020 (GUERRAND, 2018).

De um modo geral o uso de enzimas isoladas apresenta vantagens sobre o uso
de sistemas celulares inteiros, uma vez que a enzima de interesse geralmente catalisa
uma unica reacdo, sendo poucas as reacdes indesejadas. O uso de enzimas
parcialmente purificadas permite que a reacao seja realizada com uma quantidade de
agua menor; a temperatura e o pH da solucéo sao faceis de controlar; e nos limites
abaixo da perda de atividade, os solventes organicos sao geralmente bem tolerados.
O tratamento de uma reacgéo catalisada por enzima raramente € problematico, mas
pode ser mais facilmente controlado ligando a enzima a um suporte sélido (DAVIES
et al., 1989).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentadas informagdes disponiveis na literatura referentes
aos assuntos abordados neste trabalho. Esta fundamentacao contempla conteludos
acerca dos seguintes temas: processos convencionais da purificacdo de
biomoléculas, equilibrio de fases esistemas denominados aquosos bifasicos.

4.1 Frutooligossacarideos (FOS)

Os FOS sao considerados oligossacarideos do tipo inulina, que tém baixa
intensidade de docura, pois fornecem apenas um terco da dogura da sacarose.
(DOMINGUEZ et al., 2012). O termo inulina refere-se a uma mistura heterogénea de
polimeros de frutose, amplamente disponivel na natureza como carboidrato de
armazenamento em plantas (NINESS, 1999).

Os FOS de cadeia curta, ttm um grau médio de polimerizagdo de 3-6, podendo
ser produzidos pela sintese enzimatica de sacarose (ROBERFROID et al., 2010). Os
principais FOS sao kestose, nistose, frutofuranosilnistose, bifurcose, inulobiose,
inulotriose e inulotetraose (JACOB; PRAPULLA, 2012).

Desde a década de 1980 foi demonstrado que oligossacarideos nao digeriveis,
especialmente os FOS, foram seletivamente fermentados por bifidobactérias, e
tiveram a capacidade de, apds a ingestdo, continuar seu crescimento em fezes
humanas (MITSUOKA; HIDAKA; EIDA, 1987; YAZAWA; IMAI; TAMURA, 1978).
Alguns prebidticos comuns sao: FOS, galactooligossacarideos, xiloligossacarideos,
glicino-oligossacarideos, isomaltooligossacarideos, oligossacarideos de soja,
polidextrose, arabinose, manose, rafinose, lactulose, estaquiose e inulina.

Dentre as definicoes de prebidticos, grupo de compostos nos quais os FOS estao
compreendidos, duas podem ser destacadas: i) Ingrediente alimentar nao digerivel
que afeta beneficamente o hospedeiro, estimulando de forma eletiva o crescimento
e/ou atividade de uma ou de uma quantidade limitada de bactérias no colon e,
portanto, melhorando a saude do hospedeiro (GIBSON; ROBERFROID, 1995). ii)
Ingrediente fermentado seletivamente que permite mudancas especificas, tanto na
composi¢ao e/ou atividade na microflora gastrointestinal que confere beneficios ao
bem-estar e a saude do hospedeiro (GIBSON et al., 2004).
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Os prebidticos tém o potencial de melhorar a salde humana e animal e reduzir o
risco de doencas mediadas por desequilibrio da microbiota. Existe a possibilidade de
os prebidticos serem utilizados terapeuticamente no tratamento de doencas e
promover a saude de forma preventiva (GIBSON et al., 2017).

Existem métodos quimicos e enzimaticos para a produgdo de FOS. As enzimas
produtoras de FOS sao classificadas em dois grupos principais: B-frutofuranosidases
e frutosiltransferases (KUMAR; SRIPADA; POORNACHANDRA, 2018). Em ambos os
casos, quantidades de frutose e glicose sdo formados como subprodutos (ANTOSOVA;
POLAKOQVIC, 2001).

A maioria dos xaropes FOS tem uma composicao de 50-60 % de FOS, 25-30 %
de glicose,10-15 % de sacarose nao convertida e uma pequena quantia de frutose
(CUNHA, 2017).

4.2 Processo convencional de purificacao de biomoléculas

A despeito das vantagens do uso de enzimas isoladas na conversao de
compostos, a purificacdo de biomoléculas envolve uma série de operagdes unitarias
ordenadas, com o objetivo de obter o maximo de rendimento e pureza. Uma estratégia
geral para o processamento de materiais biolégicos e os tipos de operagdes que
podem ser usadas nas diferentes etapas é mostrada na Figura 1 (HO, 1990;
LADISCH, 1990; PERRY; GREEN, 2008).

A aplicagdo de métodos convencionais de separagdo como eletroforese ou
cromatografia em coluna, pode afetar a relacdo custo-beneficio do processo,
principalmente devido ao aumento dos custos relacionados ao aumento da escala.
Uma das alternativas as etapas convencionais de separacao/purificacao € o uso de
sistemas aquosos bifasicos (SABs) durante os processos de bioseparacédo
(ALBERTSSON, 1986; WALTER; BROOKS; FISHER, 1985).
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Separacao dos componentes do caldo por # de
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Interacdo especifica da proteina com um
ligante especifico da matriz imobilizada

Afinidade

Figura 1 — Operacdes unitarias convencionais para purificacao de proteinas

Fonte: Préprio autor

4.3 Equilibrio termodinamico

O equilibrio termodinamico entre duas ou mais fases é definido em termos das
propriedades intensivas: temperatura, pressao e potencial quimico. Quando ha
igualdade dessas propriedades em todas as fases presentes no sistema, o equilibrio
termodinamico esta determinado. Desta forma, em um sistema heterogéneo composto

por m fases e N componentes, o equilibrio é alcancado com as seguintes igualdades:

T@ = T7® = ... = 7™ (1)
p@ = p® = ... = pm ()
K9 =P = =™ (21238 )

onde T é temperatura; P é pressao; p é o potencial quimico; a, B, T representam as

fases em equilibrio; i representa os componentes do sistema.
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4.3.1 Regra das fases de Gibbs

A regra das fases de Gibbs (equacao 4) demonstra que, em um sistema constituido
por duas fases e dois componentes, existem dois graus de liberdade.

F=N-m+2 (4)

onde F é o nimero de graus de liberdade e é definido como o niUmero de variaveis
intensivas para definir uma condicao de equilibrio termodinamico de um dado sistema.

Nessa situacdo, duas condicbes, como pressao e temperatura determinam
completamente a composicdo de um sistema em equilibrio. Desse modo, a
composicao do sistema binario em equilibrio € Unica ao se especificar a pressao e
temperatura do mesmo. Cada componente adicional permite um grau de liberdade a
mais, representado pela concentragcdo do mesmo em uma das fases. A temperatura
e pressao constantes, quando a concentracdo em uma das fases é especificada, sua
concentracdo na outra fase ndo pode ser alterada livremente (PRAUSNITZ;
LICHTENTHALER; AZEVEDO, 1999).

4.3.2 Equilibrio liquido-liquido

Quando dois liquidos sao misturados em certas condicbes de temperatura e
pressao, e duas fases liquidas de diferentes concentracoes sao generadas quando se
atinge o equilibrio, entdo ha o fenédmeno do equilibrio liquido-liquido (ELL) (SMITH;
VAN NESS; ABBOTT, 2005).

A pressdo e temperatura constantes, a equacao geral de ELL e dada pela
igualdade:

xfyf = xPyP (5)

onde x; € a fracdo molar de cada componente i; a e B representam as duas fases

liqguidas do sistema; y; o coeficiente de atividade de cada componente.
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De acordo com Treybal (1963), o efeito da pressao sobre o ELL e relativamente
insignificante. Esta constatagdo limita a discussdo a sistemas condensados e
considera como variaveis a serem analisadas apenas a temperatura e a concentracao
dos componentes nas fases liquidas.

A partir da definicdo de uma solucao ideal, na determinacdo de fugacidade em
misturas liquidas deve-se calcular os desvios em termos das fungbes em excesso,
que sao os termos que relacionam as propriedades da solucao real a ideal. Essas
fungdes levam a expressoes para o calculo de fugacidade através dos coeficientes de
atividade, que sao definidos em fung¢ao da energia de Gibbs em excesso parcial molar.

dgt
RTIny; = gf = (a—nl> (6)

onde R é a constante universal dos gases; T € a temperatura do sistema; n; é o
nimero de mols de cada componente i; g é a energia de Gibbs em excesso; y; é o
coeficiente de atividade de cada componente i (SMITH; VAN NESS; ABBOTT, 2005).

4.4 Sistemas aquosos bifasicos (SABSs)

Os SABs sao sistemas de duas fases liquidas imisciveis que coexistem em
equilibrio, cujo solvente principal é a agua, e geralmente € o componente majoritario
em ambas as fases, fazendo com que sejam meios pouco agressivos a biomoléculas
susceptiveis a desnaturacdo e/ou perda de atividade (GIULIANO, 1995). Esta
definicdo exclui os sistemas tradicionais formados por agua e solventes organicos
(hidrocarbonetos ciclicos ou aromaticos, alcoois de cadeia longa entre outros), (MA et
al., 2005).

Os SABs sao geralmente formados por uma combinag¢ao de solugbes aquosas de
dos polimeros (ALBERTSSON, 1986), polimero + sal (ZASLAVSKY, 1995) e sal
inorganico + liquido i6nico (BRIDGES; GUTOWSKI; ROGERS, 2007). A eficacia
relativa de separacéo de fases de cada sal é correlacionada conforme a série de
Hofmeister (HOFMEISTER, 1888), a qual corresponde a uma classificacao dos ions
presentes nos sais com base na sua capacidade de causar o efeito salting-out
(ANANTHAPADMANABHAN; GODDARD, 1987). O fendmeno de salting-out consiste
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na diminuigcédo de solubilidade de um soluto quando é adicionado um outro soluto (sal)
a solucao devido ao efeito do eletrdlito na solubilidade do n&o eletrdlito e o
consequente aumento na energia livre de Gibbs para a dissolucao da molécula de
proteina.

Os SABs baseados em combinacdo de polimero + sal possuem diversas
aplicacbes como, por exemplo, separacdo, concentracdo e fracionamento de

solutos e particulas biol6gicas, tais como proteinas (DREYER; KRAGL, 2008).

4.4.1 Uso dos SABs em processos de extracao e purificacdo

A aplicacdo dos SABs para a particado de espécies foi iniciada em 1956, quando
foi investigada a separacao de particulas bioldgicas de origem vegetal em um sistema
composto por agua, KH2POs ou Ko2HPOs e polietilenoglicol (PEG 4000)
(ALBERTSSON, 1956). A partir desse estudo, muitos surgiram para avaliar a
aplicacao destes sistemas na separacao de diversas moléculas.

Os SABs mais comumente utilizados em processos de purificacao sao constituidos
por polimeros + sal + agua. Em comparagcdo com os sistemas tradicionais que
envolvem misturas de duas solugdes aquosas poliméricas, os sistemas polimero/sal
se destacam por possuirem menor viscosidade, menor tempo de separacao das fases
e sobretudo, elevada seletividade na separacdo de moléculas com base na
solubilidade (AZIMAIE et al., 2010) Estes fatores possibilitam sua maior aplicacdo em
escala industrial (FRANCO; ANDREWS; ASENJO, 2000).

A principal desvantagem dos sistemas contendo polimero + sal esta na particdo
dos produtos alvo para a fase rica em polimero (FRP) ou para a fase rica em agua
(FRA), contendo sal, o que leva a dificuldade nas etapas de purificacdo subsequentes
(KEPKA et al., 2004). Esses sistemas requerem extragéo reversa em fase inferior rica
em sal, ou operacdes adicionais e complicadas (como cromatografia de troca ibnica,
diafiltragao, cristalizacao ou ultrafiliracdo) para separar os componentes de interesse
de uma das fases (DEMBCZYNSKI et al., 2010). Adicionalmente, diversos trabalhos
usam os SABs na separagdo de bioelementos (pigmentos naturais do urucum,
bromelaina, cefazolina).

Os SABs formados por PEG (1500 ou 4000 ou 6000 g/mol) ou copolimero tribloco
L35 (2000 g/mol) + citrato de sédio + agua foram estudados para recuperar 0s

pigmentos naturais do urucum. O coeficiente de particdo dos componentes do urucum
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mostraram dependéncia do pH, temperatura, concentracdo de surfactante, massa
molar e hidrofobicidade do polimero e natureza do eletrélito (JUNQUEIRA et al.,
2018).

O SAB contendo PEG113-b-PNIPAM149 adicionado dos sais KsCeHs07,
K2C4H40s6, K2C204, Na2C4H4O6 e (NH4)2C4H4Os demonstrou excelente extracdo e
biocompatibilidade para bromelaina, apresentando 94,87 % de eficiéncia de
separagao e mantendo 77,06 % da atividade inicial da enzima (WANG et al., 2019).

A extracao da cefazolina foi estudada em SABs formados por PEG (6000 e 8000
g/mol) + agua + citrato de sodio ou tartarato de sodio ou sulfato de sddio. Dentre esses
o sistema com maior regido bifasica € o conformado por PEG 8000 e citrato de sodio,
cujo coeficiente de particao do soluto aumenta com a concentragdo do polimero e
reduz com a massa molar do polimero. O citrato de sddio extraiu mais cefazolina que
os demais sais utilizados, atingindo um coeficiente de particdo de 13,4 e uma
recuperacao de 90,5 % na FRP para o sistema contendo PEG 6000 16 % (m/m) e
citrato de sédio 14 % (m/m) (GHAFFARI et al., 2019).

4.4.2 Parametros de caracterizacao do ELL dos sistemas constituidos por polimero +

sal + agua

Na Figura 2 é apresentado um esquema que apresenta o ELL de um SAB
constituido por polimero + agua + sal. A linha que separa a regido monofasica da
bifasica € chamada de curva binodal, e a linha que liga dois pontos de composicao
sobre a linha binodal, passando por um ponto de composi¢ao global que resulta nas
fases com as respectivas composicoes, € chamada de linha de amarracdo ou de
ligagéo.

No calculo de comprimento das linhas de amarracéo (CLA), que esta relacionada
com a diferenca da composicéo entre a FRA e FRP, foi calculada usando a equacéao
7. No calculo da inclinagdo das linhas de amarracao (ILA), foi feito através de a
equacao 8, que relaciona a variagao da fracdo massica do polimero pela variacao da
fracdo massica do sal nas FRA e FRP.
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Figura 2 - Diagrama de fases de SAB expresso em coordenadas retangulares

Fonte: Préprio autor
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Uma medida quantitativa do efeito salting-out do sal sobre o polimero no SABs
investigados pode ser realizada usando uma equacao do tipo Setschenow (HEY,
JACKSON, YAN 2005; SETSCHENOW, 1889):

CERP
In (CFRA = kp(CpRP = CF4) + ks (CTRP = €77 9)

p
onde CFRF, CER4, k, e ks, referem-se, respectivamente, a concentragdo em molalidade

do polimero, a concentracao em molalidade do sal, um parametro que relaciona o
coeficiente de atividade do polimero a sua concentracao e o coeficiente de salting-out,

respectivamente.
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4.4.3 Obtencao da composicao das linhas de amarragao por meio da metodologia de
Merchuk

Um método gravimétrico simples para a determinacao das linhas de amarragéao
em SABs ternarios, pode ser usado, sem precisar de analises quimicas da
composicao das fases (MERCHUK, 1997; MERCHUK; ANDREWS; ASENJO, 1998).
O procedimento consiste na selecao de um ponto de mistura no plano de fase, a partir
do qual a linha de amarracao passa. Os componentes deste ponto sdo pesados e
misturados para contato intimo, e entdo deixados em repouso sob temperatura
controlada até atingir o ELL. As fases sao coletadas até o limite da interface e
pesadas.

A partir dos dados obtidos por este procedimento, bem como da obtencéo das
equacbes matematicas que representam o comportamento da composicao da curva

binodal dos sistemas, as seguintes equacdes de balanco de massa podem ser

escritas:
MI
e = (8o _ (1) ey ©)
polimero < « polimero
FRA — FRA
Wpolimero - f(Wsal (1 0)
FRP — FRP
Wpolimero - f(Wsal (1 1)
MI
w 11—«
FRA _ sal FRP
Wsal _<OC>_( Oc)’kwsal (12)
(massa FRA)

(massa da mistura inicial)

onde f(wsal) € a equagao que representa a composicao em fracao massica de polimero
Wpolimero €M fungao da fragcdo massica de sal na curva binodal; e os subscritos Ml, FRP
e FRA se referem respectivamente a mistura inicial, fase rica em polimero e fase rica
em agua do sistema.

A despeito dos possiveis desvios resultantes da pesagem das fases, a
metodologia de Merchuk, que consiste em um balanco de massa entre o0s
componentes dos sistemas, foi validada experimentalmente para sistemas
constituidos por PEG (1000 g/ mol) ou PEG (2000 g/mol) + sulfato de aménio + agua
e por polivinilpirrolidona + sulfato de manganés + agua, resultando para este ultimo
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em desvios médios entre as composicdes experimentais e calculadas das fases de
topo e de fundo de, respectivamente, 0,7 % e 0,3 % (FILIPE HOBI, 2017).
Adicionalmente, diversos trabalhos tém-se utilizado desta metodologia para o calculo
das composi¢cdes das linhas de amarracao de SABs, como por exemplo:

Sistemas contendo polietilenoglicol PEG (6000 g/mol) e PEG (8000 g/mol) e trés
sais de sddio, incluindo citrato de sédio, tartarato de sédio e sulfato de sddio foram
examinados. Em primeiro lugar, as curvas binodais foram determinadas a 27 °C
(GHAFFARI et al., 2019).

Sistemas formados por um copolimero tribloco (L64) ou (F68), sais sulfato (Cu*?
ou Fe*?) e dgua foram investigados os efeitos da temperatura a 5 °C, 15 °C e 25 °C.
Um aumento na temperatura diminuiu a regido bifasica para todo o sistema. Cu*? e
F68 foram mais capazes de induzir a separagéo de fases em comparacio com Fe*3 e
L64. (DA SILVA GONCALVES et al., 2018) .

Sistemas contendo tartarato de potassio e PEG (1500 g/mol) ou (6000 g/mol) foram
determinados experimentalmente em diferentes valores de pH 6,41; 7,74 e 9,05 e
temperaturas de 25 °C e 35 °C. Verificou-se que o aumento na temperatura e pH levou
ao deslocamento da curva binodal e ao aumento da regido de duas fases. (BARANI
et al., 2018).

SABs contendo PEG (1500 g/mol) ou (4000 g/mol) ou (6000 g/mol) e tiossulfato de
sédio penta-hidratado a diferentes temperaturas 20 °C e 40 °C sob pressao
atmosférica. Correlagbes de dados experimentais de curvas binodais foram realizadas
usando a metodologia Merchuk. Os efeitos da temperatura e da natureza do anion
dos sais nas curvas binodais foram discutidos. Em compara¢cdo com outros anions
previamente investigados, a capacidade de salting-out do anion tiossulfato foi entre
aqueles de anions citrato e tartarato. (OLIVEIRA et al., 2018).

4.4.4 Influéncia da temperatura no ELL

A temperatura tem um efeito determinante no comportamento do ELL uma vez que
altera a miscibilidade entre os componentes dos sistemas. Este efeito depende dos
constituintes dos mesmos, podendo causar aumento/aparecimento ou diminuicao/
desaparecimento da regidao bifasica, bem como alteracdo na particdo dos
componentes.

A elevacao da temperatura pode promover um aumento na regido bifasica para os
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sistemas constituidos por: polipropilenglicol (PPG) (400 g/mol) + citrato de sédio +
agua a 20 °C, 35 °C e 45°C (HAMZEHZADEH; ZAFARANI-MOATTAR, 2015), PEG
4000 + tartarato de sbédio + agua a 25 °C, 35 °C e 45 °C (ZAFARANI-MOATTAR,;
HAMZEHZADEH; HOSSEINZADEH, 2008) e PEG (6000 g/mol) + tungstato de sédio
+agua a 25 °C, 35 °C, 40 °C e 45 °C (SADEGHI; GOLABIAZAR, 2010). Também o
aumento temperatura pode provocar uma reducao na regiao bifasica para os sistemas
constituidos por: polimero L64 (massa molar média 2900 g/mol e 1,4 % (m/m) de poli
oxido de propileno - PEQO) + sulfato de cobre + agua a 5 °C e 25 °C, polimero L64 +
sulfato de ferro I+ agua a5 °C e 25 °C, polimero F68 (massa molar média 8400 g/mol
1,8 % (m/m) ), polimero F68 + sulfato de ferro Il + agua 5 °C e 25 °C e polimero F68
+ sulfato de cobre + dgua a 5 °C e 25 °C (DA SILVA GONCALVES et al., 2018).

No entanto, em outro estudo o aumento da temperatura ndo apresentou efeito
relevante nas curvas binodais dos sistemas: PPG (400g/mol) + sulfato de sédio ou
sulfato de magnésio + agua a 25 °C, 35 °C e 45 °C (MARTINS et al., 2010), PEG de
diferentes massas molares (400 g/ mol, 4000 g/ mol, 6000 g/mol) + sulfato de sédio +
agua a 20 °C, 40 °C e 60 °C (DE ARAUJO SAMPAIO et al., 2016).

4.4.5 Influéncia do pH no ELL

Em SABs formado por PPG 400p + citrato de sédio / acido citrico + agua a
temperaturas de 25 °C e pH 3, 4, 5, 6 e 7, a alteracao no pH tem uma influéncia
significativa no comportamento da curva binodal, expandindo a regido bifasica com o
aumento no pH do sistema (HAMZEHZADEH; ZAFARANI-MOATTAR,
2015).Comportamento similar foi observado para SABs formado por PEG (1500
g/mol) ou PEG (6000g/mol) + tartarato de potassio / acido tartarico + agua, nos quais
0 aumento no pH aumentou a regido bifasica da curva binodal (BARANI et al., 2018).

O pH pode desempenhar um papel importante em SABs contendo polimeros
termoseparaveis, uma vez que modifica a concentracao do polimero e influencia a
particdo do produto alvo. Alguns bioprodutos; tais como plasmideos tais como
plasmideos, invertase, lipase, amilase bem como poli-hidroxialcanoatos (PHAs) tém
uma atividade 6tima dentro do intervalo de pH (LEONG et al., 2016).
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4 4.6 Influéncia do sal no ELL de SABs

A adicao de sais promove a diferenca na hidrofobicidade entre as fases, causando
uma diminuicdo no PN devido a maior hidrofilicidade na fase rica em agua
(JOHANSSON; KARLSTROM; TJERNELD, 1997).

Hofmeister (1888) avaliou a capacidade que certos sais possuem em precipitar
proteinas quando presentes em solugcdes aquosas. A eficacia deste processo
aumenta com a capacidade que o respectivo sal possui em “organizar’ as moléculas
de 4gua que estao proximas a ele. Dessa forma, Hofmeister classificou os sais em um
grupo com maior eficiéncia na solubilizacéo das proteinas (salting in) e em outro grupo
que possui maior eficiéncia na precipitagdo de proteinas (salting out). Esta
classificacdo descreve a Série de Hofmeister, também conhecida como série
liotropica, conforme apresenta a Figura 3 (TADEO; PONS; MILLET, 2007).

Io{‘" S,03> H,;PO,~ F~ CI° Br- NO3;~ |- ClOg,  SCN®
‘dgz’ Ca* H*' Na* K* Rb* Cs* NH4* N(CH3)*

L

[S—

COSMOTROPICOS > CAOTROPICO

1 Solubilidade de proteinas 1 Solubilidade de proteinas
Salting out (agregagéo) Salting in (solubilizag¢éo)
| Desnaturagéo protéica t Desnaturagéo protéica
1 Estabilidade Protéica | Estabilidade Protéica

Figura 3 - Série de Hofmeister apresentando a ordem dos ions classificados em

cosmotrépicos e caotropicos
Fonte: Adaptado de HOFMEISTER (1888); ZHANG, CREMER (2006)

Os ions produzem efeitos na formacgéao de ligacées de hidrogénio formadas com a
agua, resultando em diferentes formas de ordenacédo das moléculas ao seu redor.
Portanto, na Série de Hofmeister os ions sdo classificados em: cosmotrépicos, que
possuem maior capacidade de estruturar as moléculas de agua e de estabilizar
proteinas; e os caotropicos, que desestabilizam proteinas e possuem baixo potencial
de estruturagdo das moléculas de agua (ZHANG; CREMER, 2006).

No estudo do sistema constituido por PEG 2000 + sais + agua a 30 °C foi
observado que a concentracao de sais necessarias para formar duas fases segue a
ordem crescente: CeHsO7Kz > NasCeHs07 > KH2PO4 > Na2SO4 > NaH2PO4 (BOLAR;



31

BELUR; IYYASWAMI, 2013).

Seis novos SABs foram preparados combinando PEG 600 g/mol com citrato de
potassio, hidrogenofosfato de dipotassio, formiato de sédio, formiato de potassio,
sulfato de sddio e sulfato de litio a uma temperatura de 23 °C. A capacidade de cada
ion para induzir a formagédo de SABs foi investigada. O cation Na* mostrou-se mais
eficaz na formacao de SABs que K* e Li*. Para os sais de potassio, a ordem observada
para a eficacia na formacao de SABs dos anions foi: HPO4?~ > CsHsO7%- > HCO?-. Em
relacdo aos sais de sddio, verificou-se que SO4%- é claramente mais eficaz que o
HCO?2- (SILVERIO et al., 2013).

Para SABs contendo PEG 8000 g/mol e uma série de oito eletrélitos: NaOH,
Na2C0s, Na2S0O4, NazHPO4, NazPOQOa4, (NH4) 2SO4, MgSO4, ZnSO4 a temperatura de
25 °C. Demonstraram a eficacia relativa dos anions na inducao da formacao de duas
fases: PO4%> HPO4? > CO3*> > SO4 2 > OH". Para os sais de sddio, a eficacia relativa
dos anions na formacao de misturas bifasicas segue a série de Hofmeister. A eficacia
relativa da salinizagdo dos sais de sulfato, no entanto, é provavelmente influenciada
pela complexacao dos cations pelo PEG (HEY; JACKSON; YAN, 2005).

Adicionalmente ao efeito sobre os polimeros dos SABs, os anions e cations dos
sais agem sobre as biomoléculas a serem extraidas por meio destes sistemas. Este
efeito esté relacionado a diferenga de potencial elétrico entre as duas fases (potencial
de Donnan) formada pela particao dos cations e anions entre as duas fases que gerara
uma forca eletroquimica e subsequientemente influenciara a particao de biomoléculas
e / ou outras particulas carregadas no sistema (KEPKA et al., 2004). Com o0 aumento
da hidrofobicidade do anion pela adicdo de grandes ions monovalentes como EtsNH*,
Cl- e ClO4, o coeficiente de particdo aumentou para biomoléculas carregadas
positivamente, enquanto diminuiu para biomoléculas carregadas negativamente
(BERGGREN; JOHANSSON; YJERNELD, 1995). No entanto, deve-se lembrar que as
proteinas anfifilicas, que possuem baixa solubilidade, tendem a particionar na fase
rica em agua (PERSSON et al., 1998).

4.4.7 Equilibrio liquido-liquido para sistemas contendo Triton X-114 + agua

O Triton™ X-114 - éter terc-octilfenilico de propilenglicol € um polimero nao iénico
de massa molar média de 537 g/mol (baseado em 7,5 unidades de 6xido de etileno),
o PN em agua é 23 °C. Ele ndo é agressivo para as enzimas, podendo as mesmas
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serem extraidas em sua forma natural sem perda de atividade. O Triton X-114 pode
ser usado em grande escala no fracionamento e na purificagcdo de enzimas sendo
facilmente repetitividade e de custo relativamente baixo, considerando seu
reaproveitamento (SANCHEZ-FERRER et al., 1994).

Na Figura 4 é mostrada a estrutura de um monémero de Triton X-114, onde “n”
indica o numero de unidades de 6xido de etileno em uma extremidade da cadeia.

H3C n
H3C
HzC H3C CHgj

Figura 4 - Estrutura doTriton X-114,n=7-8
Fonte: Adaptado de Sigmaaldrich.com (2019)

A presenca de aditivos organicos (por exemplo, agucares, aminoacidos, vitaminas,
etc.) sobre o PN do Triton X-114 mostra uma relacéo direta entre a concentragdo do
componente adicionado e o aumento do PN (KOSHY; SAIYAD; RAKSHIT, 1996). Os
anions e cations, respectivamente, exercem efeito sobre o PN do Triton X-114 (5 mM)
de maneira crescente na seguinte ordem: F- >CI >Br e NH4* >K* >Na*>Li* (ALAM et
al., 2015). Nove sistemas ternarios constituidos por Triton X-114 + sal + agua a 30 °
C, foram estudados visando avaliar o efeito de cinco sais de sodio (NaCl, NaBr, Nal,
Na2S04 e Na2HPO4) e de quatro sais de cloro (NaCl, KClI, LiCl, NH4Cl) sobre o PN dos
sistemas. Neste estudo foi reportado pelos autores o efeito decrescente sobre o
aumento da temperatura do PN para os cations Na*> K+*> NH ** > Li* e para anions
HPO4?> = SO4> > CI > Br > I Estes resultados, com excegédo do litio, coincidem com
a série de Hofmeister. Foi observado um efeito salting out para todos os sais, exceto
para o Nal, o que é favoravel para aplicacdes em processos de extracdo (RITTER et
al., 2016).

4.5 Enzimas isoladas

De modo geral o uso de enzimas isoladas na catalise de reacdes € vantajoso uma
vez que a enzima de interesse geralmente catalisa apenas a reagao desejada, bem
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como possibilita que esta seja realizada na presencga de concentragées menores de
agua, nas temperaturas e pHs 6timos do biocatalisador, condi¢cdes facilmente
controladas em processo de conversdo, uso de sistemas de equipamentos mais
simples, maior facilidade no controle e monitoramento das reacdes, especificidade
para a reacao selecionada e melhor tolerancia a presenca de solventes. Entre as
desvantagens temos elevado custo das enzimas isoladas e possivel necessidade de
adicao de cofator enzimatico (DAVIES et al., 1989).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material

Os componentes quimicos usados no presente trabalho foram: Triton X-114
(Sigma Aldrich, pureza = 99 %); sulfato de so6dio anidro (Synth, pureza > 99,0 %);
citrato de sdédio anidro (Synth, pureza > 99,0 %); tartarato de sédio dihidratado (Synth,
pureza > 99,0 %); acido sulfurico concentrado (Dinamica, 97-98%); acido tartarico
(Synth, pureza > 99,5 %); acido citrico (Synth, pureza > 99,0 %), hidréxido de sédio
(Din&mica, pureza > 99,0 %) ; acido 3,5-dinitrosalicilico (Dinamica, pureza > 99,0 %);
tartarato duplo de sdédio e potassio (Synth, pureza > 99,0 %); D-Glicose anidra (Synth,
pureza > 99,0 %) e dgua desmineralizada.

5.2 Métodos experimentais

5.2.1 Determinacgéo da curva de solubilidade do sistema Triton X-114 + agua

A solucdo aquosa de um agente tensoativo ndo-ionico tem seu ponto de turvacao
caracterizado pela temperatura na qual ocorre sua imiscibilidade com um dado
solvente. Nesta temperatura o surfactante e a agua se separam e a solucao
previamente limpida se torna turva. Esta temperatura micelar critica pode ser
considerada como aquela na qual é atingido o limite de solubilidade do surfactante
nessa solucao particular (MITCHELL et al., 1983).

A determinagédo do ELL para o sistema binario Triton X-114 + agua , foi obtida por
meio da titulacdo adicionando agua bidestilada em uma solucédo de polimero, sob
agitacao (agitador Gehaka, AA-840) a temperatura controlada por um banho
termostatico com circulagao de agua (Tecnal, TE-2005, £ 0,3 °C) até que o sistema
apresentasse turvagao (ponto de névoa). Obtida a composi¢cdo do PN em uma dada
temperatura, o mesmo processo foi repetido.
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./

Figura 5 - Diagrama para determinacgao da curva de solubilidade do sistema Agua
(1) + Triton X-114 (2)

Fonte: Préprio autor

5.2.2 Determinacao das curvas binodais

A determinagao das composi¢des das curvas binodais e, consequentemente, das
regides de separacao de fase para os sistemas contendo sais (sulfato de sddio, citrato
de sodio ou tartarato de sédio) + Triton X-114 + agua, a temperaturas de 10 °C, 20 °C
e 30 °C foi realizada por titulacdo turbidimétrica. Este método consistiu em titular a
solucao rica em sal na solucao de polimero, bem como uma solucao rica em polimero
em uma solucao salina até que o sistema apresente turvacao (PN). Os experimentos
realizados sob agitacao constante usando um agitador magnético (modelo - AA-840,
Gehaka, Brasil) utilizando uma célula de vidro encamisada conectada a um banho
termostatico com circulacao de agua (modelo - TE-2005, Tecnal, Brasil) O esquema
do aparato experimental utilizado na etapa de obtencédo de dados para construcao das
curvas binodais € representado na Figura 6.
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Figura 6 - Esquema para a determinacéo dos pontos experimentais das curvas
binodais nas FRP e FRA

Fonte: Préprio auto

O PN foi encontrado por meio do gotejamento de solucbes salinas, solugdes
poliméricas, agua e polimero puro em uma célula de vidro encamisada. As
temperaturas nas células foram controladas por meio de um banho termostatico
(modelo - TE-2005, Tecnal, Brasil). A mistura dos componentes na célula de equilibrio
foi realizada por meio de uma placa de agitacao magnética com aquecimento (Modelo
- AA-840, Gehaka, Brasil). No gotejamento, foram empregadas seringas de
polipropileno e polietileno sem embolo com volume de 20 mL. As massas dos
componentes gotejados na célula foram obtidas por meio da pesagem das mesmas
em uma balanca analitica (modelo — AUY-220, precisao +/- 0,0001 g, Shimadzu,
Japao). Os componentes foram adicionados as células, partindo-se de uma total
limpidez do sistema, quando o sistema esta na regido de miscibilidade total, até a
observacao da turvacao do sistema, quando € caracterizada a formacao da regido de
duas fases, sendo aguardado cerca de 3 min para confirmar que a mesma nao
desaparecia. A massa gotejada de cada componente necessaria para cada transicao
do sistema (limpido para turvo; turvo para limpido) foi anotada. Este processo foi
repetido para diferentes faixas de fragcdes massicas de polimero, agua e sal, e esta
representado no fluxograma apresentado na Figura 7.
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Figura 6 - Diagrama de blocos para a determinacao dos pontos experimentais das

curvas binodais nas FRP e FRA

Fonte: Préprio autor

Apés determinadas as fracdes massicas de cada ponto, foram obtidas as curvas
binodais, plotando no diagrama a fracado massica de polimero em funcéao da fracao
massica do sal, para a faixa de composicao estudada. Deste modo foram obtidas as
composicoes das regides com maiores e menores concentragdes de Triton X-114 que

delimitam a regido de separacéao de fases para os sistemas.

5.2.3 Determinagéo das curvas binodais a diferentes pHs

O pH dos sistemas constituidos por Triton X-114 + agua + sal, foi medido por um
medidor de pH (modelo TEC-7, Tecnal, Brasil) com um eletrodo de pH padrao de
platina (modelo PY-P11, precisdo +/- 0,002) e o valor foi de aproximadamente 7,5.

O pH dos sistemas contendo citrato de sodio ou tartarato de sédio foi ajustado
utilizando-se solug¢des tampdes de, respectivamente, citrato de sédio + &cido citrico e
tartarato de sédio + acido tartarico, determinados pelo medidor de pH. Por sua vez,
ajuste do pH para o valor 10 foi realizado por meio da adicao de NaOH, que devido a
forca acido base dos mesmos, necessita de concentragdes muito inferiores as dos
constituintes das solu¢des tampao para o ajuste até o pH desejado.
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A determinacao das composi¢des das curvas binodais a 20 °C dos sistemas em
pH 5 ou pH 10 foi feito por meio de titulagdo da solugdo tampéao em uma solugéo inicial
polimérica, em célula de equilibrio com temperatura controlada por banho
termostatico, até a solugao ficar turva; que indicou a formacao de duas fases liquidas.
Nos sistemas nos quais foram utilizados acido sulfarico para pH 5 e hidréxido de sédio
para pH 10. As titulagées foram utilizadas seringas de polipropileno de 20 mL.

De acordo com a quantidade de titulante adicionada até que a turbidez fosse
observada, a fracdo massica de cada ponto na curva binodal foi calculada por meio
da pesagem da seringa usando a balanga analitica. O procedimento é repetido até

precipitacdo de sal.

A i
( ) Solugéo de H.SO40u Na (OH) Solugio de H,SO ou Na (OH)

INiCIO l Adigéo de agua Adigé&o de polimero Adicao por
. por gotejamento || puro por gotejamento gotejamento de uma v
Porl)llrjr:gro até turvagao do até desaparecera | )| solugo de sal até —| Precipitagéo
sistema turbidez do sistema turvacao do sistema
Y
Medir pH Anotar Medir pH
(B) Anotar
INICIO Adicao de uma Adig&o de polimero Adigao por
Polimer solu.ga,o tampao puro por gotejamento gotejamento de uma FIM
0 urg 0 d|_|U|da por M  atédesaparecera | solugéo tamp&o —»| Precipitacao
P gotejamento ate turbidez do sistema concentrada, até de tampao
turvagao do turvacao do sistema
sistema

(A) com solugéo de H.SO4 o NaOH
(B) com solugéo tampéao correspondente

Figura 7 - Diagrama de blocos para a determinacao dos pontos experimentais das

curvas binodais na FRP a diferentes pHs a 20 °C

Fonte: Préprio autor

5.2.4 Determinacgao das fragdes massicas das linhas de amarracdes

A determinacdo das fragbes massicas da binodal referente a cada linha de
amarracao foi feita a partir do método proposto por Merchuk (MERCHUK, 1997). O
presente método baseia-se na coleta e pesagem das fases em ELL. O célculo da
composigao das fases é feito a partir das massas das fases em ELL, da massa da
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composicao global e dos modelos ajustados para determinacao das composicdes das
curvas binodais. Deste modo é formado um sistema de quatro equacées (7, 8, 9 e 10)
e a solucédo das mesmas resulta na composicao das fases superior e inferior das linhas
de amarracao dos sistemas. A obtencdo das massas das fases em equilibrio é
realizada como descrito a seguir.

As composi¢des iniciais para cada sistema foram selecionadas para a regido de
separacao de fases das binodais obtidas a partir do método do PN. Os sistemas foram
preparados em tubos de centrifuga tipo Falcon com fundo cénico, no qual foram
adicionadas, massas conhecidas de Triton X-114, agua, sal (sulfato de sddio ou citrato
de sodio ou tartarato de sédio) de forma a obter uma massa total do sistema de
aproximadamente 10 g. A mistura foi agitada em agitador vortex (Modelo AV-2,
GEHAKA, Brasil) por cerca de 5 minutos. Em seguida as amostras foram mantidas
em repouso em banho termostatico & temperatura constante (10 °C; 20 °C ou 30 °C)
por um periodo minimo de 24 horas. Apds este tempo, constatando-se que a interface
apresentou-se bem definida e as fases superior e inferior apresentavam-se
homogéneas e limpidas, as mesmas foram separadas, com o auxilio de uma pipeta

de Pasteur, e pesadas separadamente, até o limite da interface entre elas.

INiCIO

Adicao no tubo

5 Repouso a
Sele¢ao da Falcon de massas Aqitacio temp el:atura Coleta e FIM
regidgode [ hecidas d gitag p d P )
i€ conhecidas de 9 43 mistura 4| constante pesagem das rocessamento
separagao Triton X-114 + (24 h) fases em ELL dos dados

de fases agua + sais

Figura 8 - Diagrama de blocos para a determinacao das fracées massicas das linhas
de amarracdes a diferentes temperaturas

Fonte: Préprio autor

5.2.5 Determinacgéo da particao de glicose
O coeficiente de particao da glicose (Ka) foi definido como a razdo entre as
concentragcdes de glicose na fase superior (Crrp) € na fase inferior (Crra).

_cEee (14)
Ks = CgRA



40

A determinacao do coeficiente de particdo da glicose (equacao 14) foi feito para os
sistemas quaternarios a 20 °C constituidos por Triton X-114 + agua + sal (sulfato de
sédio ou citrato de sédio ou tartarato de sodio) + glicose, com esta ultima em fracdes
massicas de 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 e 0,25.

De modo a se avaliar uma condigdo aproximada de diluigdo infinita, na qual a
presenca de glicose nao tem interferéncia consideravel no ELL dos sistemas, também
foram determinados os coeficientes de particdo a 20 °C da glicose adicionada ao
ponto de mistura dos sistemas formados por Triton X-114 + agua + sal (sulfato de
sédio ou citrato de sodio ou tartarato de sédio) em fragdo massica de 0,003.

Para completar foi adicionada glicose de 0,003 (m/m) em sistemas constituidos
apenas por Triton X-114 + agua a 30 °C, de modo a se avaliar o comportamento da
glicose durante a termoseparacao entre polimero e agua.

Todos os ensaios referentes a particao da glicose foram realizados em tubos tipo
Falcon, inicialmente agitados em vortex, sob temperatura controlada por banho
termostatico, similar ao descrito na figura 9. O sistema foi considerado em equilibrio
apos, no minimo, 24 hs de repouso, constatando-se interface bem definida e fases
limpidas e homogéneas, quando foram coletadas aliquotas das fases superiores e
inferiores.

A concentracao de glicose das fases foi determinada analiticamente por meio do
método para determinacdo de acucares redutores pelo acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (VASCONCELQOS; PINTO; DE ARAGAO, 2013), em triplicata, conforme
resumido a seguir.

O reagente DNS foi preparado a partir da mistura entre uma solugéo (A) constituida
por 10,0 g de acido 3,5-dinitrosalisilico dissolvidos em 200 mL de uma solucao de
hidréxido de sédio 2 M e uma solucao (B) constituida por 300 g de tartarato duplo de
sédio e potassio dissolvidos em 500 mL de agua. As duas solugcdes foram misturadas
e o volume da mistura completado para 1000 mL.

A marcha analitica foi iniciada pela mistura de 0,5 mL de reagente DNS e 0,5 mL
das fases em ELL em tubo de ensaio com tampa de rosca. Os tubos foram agitados
vigorosamente e transferidos para um béquer com agua em ebulicdo por 15 min. Para
interromper a reagdo. Em seguida os tubos foram imersos em banho de gelo por
alguns minutos. As sustancias dos tubos foram diluidas com agua até um volume final
de 5 mL e entdo homogeneizados. A absorbancia foi obtida em um espectrofotometro
UV-visivel (modelo - M51, Bel Photonic, Brasil) a 540 nm, sendo esta leitura
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descontada de um branco sem a presenca de glicose.

A curva de calibracao foi obtida realizando-se 0 método descrito em solugdes de
diferentes concentracdes de D-glicose conforme apresentada no Apéndice B.

A concentracao de glicose foi determinada conforme descrito pelas equacdes (15
- 16).

Co=abs-f-d (15)

=Yg

onde Ca € a concentragdo de glicose (g/L); abs é a absorbancia lida a 540 nm; f € o
fator de concentragéo; d é o inverso da diluigdo da amostra; tg(a) € o coeficiente

angular da curva de calibragéo.

5.3 Abordagem tedrica

As equagbes matematicas que melhor descrevem o comportamento da curva
binodal para FRA e FRP foram obtidas por meio de um software italico de analise
estatistica.

Conhecendo-se a massa total e a composicao global dos pontos de mistura dos
sistemas constituidos por Triton X-114 + agua + sal (sulfato de s6dio ou citrato de
sédio ou tartarato de sédio), e massa das fases coletadas separadamente, para cada
linha de amarracao calculada foi obtido o parametro a (equacéao 13) e foi reducido um
sistema constituido por quatro equacdes (equagdes 9 — 12) por meio do suplemento
Solver, do programa Microsoft Excel ™, a partir da seguinte fungao objetivo.

8 ¢4

W;%Ilimero _(i=x « wFRP — [f(wFR4Y] =0 (17)
- Wpollmero [(Wsal ]

Alterando wRP com as restricbes de que 1 2wfRP> 0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Comportamento da curva de solubilidade do sistema Triton X-114 + agua

Conforme pode ser observado na Figura 10, a formacéao de duas fases em ELL em
um sistema constituido apenas por Triton X-114 + agua é dependente da fracdo
massica de polimero na mistura e da temperatura. Entre 0 e 23,2 °C os liquidos sao
misciveis, um sistema formado apenas por uma fase, independente da concentracao
de polimeros no sistema. Conforme a temperatura do sistema aumenta de 23,2 a 70
°C, aregido bifasica € caracterizada por uma faixa maior de concentracao de polimero.

Este comportamento se deve ao Triton X-114 ser um polimero termoseparavel que
quando forma sistema com &gua, o aumento da temperatura acima de sua
temperatura critica faz com que ocorra a formacao de duas fases em equilibrio, uma
com concentracées maiores de polimero, e a outra na qual este componente esta

presente em concentragcdes muito reduzidas.

Regido bifasica L

) Regido monofasica

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
(100 wy)

Figura 9 - Diagrama de fases do sistema agua (1) + Triton X-114 (2)

Fonte: Préprio autor
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Outros trabalhos na literatura reportam que para a temperatura micelar critica para
o Triton X-114 + agua um pouco diferentes do valor encontrado neste trabalho: 22 °C
(KOMAROMY-HILLER; VON WANDRUSZKA, 1995); 23 °C (INGRAM et al., 2012);
24,7 °C (SAFONOVA et al., 2014); 25 °C (GU; GALERA-GOMEZ, 1995; KOSHY;
SAIYAD; RAKSHIT, 1996). Entretanto, o comportamento da curva de solubilidade, nos
trabalhos citados é semelhante ao reportado na Figura 10, mostrando similar aumento

da miscibilidade dos componentes em fungao da elevagao da temperatura.

6.2 Comportamento das curvas binodais para os sistemas constituidos por

Triton X-114 + agua + sal

Na Figura 11 é apresentada uma visdo geral do comportamento das curvas
binodais de cada sistema constituido por Triton X-114 + 4gua + sal (sulfato de sédio
ou citrato de sédio ou tartarato de sédio) nas temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30 °C.
O comportamento para cada regidao das curvas, bem como os efeitos da temperatura
e sal utilizado sdo detalhados na sequéncia do texto, onde sdo apresentadas figuras
especificas para o comportamento observado.

50 +
45

100 W30u4ou 5

Figura 10 - Curvas binodais para os sistemas constituidos por agua (1) + Triton X-114
(2) + sulfato de sddio (3) (m, ¢, A) ou citrato de sddio (4) ( ) ou
tartarato de sédio (5) (o, ¢, A) nas temperaturas de 10 °C (A, ~, A); 20

°C(+,+,0)e30 °C (m, =, 0)

Fonte: Préprio autor
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As curvas obtidas podem ser separadas em duas regides distintas quanto a
composicao de polimero, uma contendo porcentagens massicas maiores do que 2,5
%, a FRP, e a outra contendo porcentagens massicas deste componente abaixo de
0,02 %, a FRA.

O aumento da temperatura resultou em uma maior regido de separacao de fases
para todos os sistemas, indicando que ocorre uma maior segregacao do polimero para
a FRP, levando a uma maior separagao deste da FRA como uma funcéo direta deste
parametro.

A Figura 12 representa o comportamento das curvas binodais para os sistemas
contento os trés sais, nas trés temperaturas estudadas, apenas para a FRP. Embora
as composicoes da curva binodal tenham sofrido alteracées, a tendéncia de
comportamento é similar para cada sistema nas trés temperaturas estudadas, com
um comportamento aproximadamente linear de aumento da concentragcado polimero
em concentragdes reduzidas sal, e um aumento exponencial para concentragdes mais
elevadas destes componentes, ocorrendo inversao de fases nesta regido.

Na temperatura de 30 °C, as curvas binodais apresentaram um comportamento
linear para fracbes massicas de sais até por volta de, 1,7 % para os trés sistemas
estudados. A partir desta composicdo, o comportamento do sistema contendo
tartarato de sédio deixa de ser linear, 0 mesmo ocorrendo a partir de 2,6 % de citrato
de sédio e 3,0 % de sulfato de sodio.

A diferenca do efeito dos sais no comportamento das curvas binodais aumentou
em funcéo dos teores de eletrdlitos nos sistemas. Apenas pela observacao da regiao
de separacao de fases da curva binodal, sem levar em consideragdo as composi¢cdes
das linhas de amarragcao, o sulfato de so6dio promoveu um maior efeito salting out
sobre o polimero, segregando uma fracdo massica maior deste componente para a
FRP a partir de 1 % de sal no sistema a 30 °C, e em quaisquer concentracbes para
as outras temperaturas. O citrato de sédio e tartarato de sédio apresentaram efeito
salting out similares em concentragdes reduzidas de eletrdlitos, com este efeito sendo

maior para o citrato de s6dio em concentragées mais elevadas de sal nos sistemas.
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e 20

0 1 2 3 4 5 6 7
100 W30u4ou 5

Figura 11 - Curvas binodais para a FRP nos sistemas constituidos dgua (1) + Triton
X-114 (2) + sulfato de sodio (3) (m, ¢, A) ou citrato de sédio (4) ( )
ou tartarato de sédio (5) (o, ¢, A) nas temperaturas de 10 °C (A, ~, A);
20 °C (¢, +,90) e 30 °C (m, =, O)

Fonte: Préprio autor

A Figura 13 apresenta a composicao curvas binodais para os sistemas contento
os trés sais, nas trés temperaturas estudadas, apenas para a FRA. Apenas pela
observacao desta regiao da curva binodal, o maior efeito salting out é observado para
o sistema contendo sulfato de sédio, que apresenta menor concentragdo de polimero
nesta fase em relacao aos demais sais nas trés temperaturas estudadas, enquanto os
sistemas contendo tartarato de sodio e citrato de sédio apresentaram comportamento
similar, corroborando o efeito salting out observado para a FRP.

Nao foi observado um efeito claro da influéncia da temperatura sobre o
comportamento da curva binodal nesta regido, o que indica que a baixas
concentragcdes de polimero o efeito promovido pelo sal é preponderante ao efeito da

temperatura.
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Figura 12 - Curvas binodais para a FRA nos sistemas constituidos agua (1) + Triton
X-114 (2) + sulfato de sodio (3) (m, ¢, A) ou citrato de sédio (4) ( )
ou tartarato de sédio (5) (o, ¢, A) nas temperaturas de 10 °C (A, ~, A);

20 °C (¢, +,0) € 30 °C (m, =, 0)

Fonte: Préprio autor

6.3 Modelagem matematica das curvas binodais para os sistemas constituidos

por Triton X-114 + agua + sal

Todos os ajustes dos parametros das equacdes representativas do
comportamento das curvas binodais para os trés sais, nas trés temperaturas
estudadas, resultaram em coeficientes de determinacdo superiores a 98,4 %,
conforme observado na Tabela 1 e na Tabela 2, evidenciando a precisa
representabilidade dos dados experimentais pelos modelos matematicos. Este
elevado valor do coeficiente de determinacao é necessario para que os calculos da
composicao das fases por meio da metodologia de Merchuck (1997) sejam confiaveis.

As equacdes que melhor representaram o comportamento das curvas binodais
para a FRP foram equacdes polinomiais de quarto grau, enquanto para a FRA foram

equacoes polinomiais do segundo grau.
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Tabela 1 - Equagdes com parametros ajustados para a representacao das curvas
binodais para a FRP

Temperatura Sais Equagiao R? (%)
(°C)
YFRP= 0.109219 + 4'60307*XFRP +
(3)  1002.71*XZpp - 88505.0"K24p + 99.7
%0 255187105 X 4zp
(4) YFRP= 01 1 152 + 261 821 *XFRP + 998
610.179"K3gp -36367.3"K3gp + 718864 X&zp
Yprp= 0.115276 + 1.9964*X +
(5) FRP FRP 997
591.854*X2gp -32736.5*X3zp + 596208*XErp
Yrrp= 0.382856-95.9068*Xfrp +
(3)  9607.75"K%pp -376287* Xigp + 99.5
20 5.3499E6 X kpp
" Yegp = 0.147251-27.4883*Kpgp + 0.7
2416.11*X2pp - 73695.7*X3gp + 816150 K kep
Yrrp= 0.0885741-16.2538*X +
(5) FRP FRP 99.8
1564.55*X12:Rp-46292.5*X1§RP + 493794 X frp
Yrrp= 9.33281-1295.81*Xprp +
(3) 66502.3*X2p-1.49686*1 06*X1§Rp + 99.7
1.25818*107*Xgrp
1 0 YFRP= 1 75356'1 682'34*XFRP +
(4)  60016.2°X2gp-943279% X3pp + 99.6
5.539%105* X ep
YFRP= 647802'61 9'466*XFRP +
(5)  21922.3"K%gp-340095" X3gp + 99.6

1.97587*10%*Xgp

(19)

(20)

(22)

(23)

(24)

(26)

Onde f (X) é a fungdo que representa a curva binodal dando Y como uma fungéo de X nas FRA ou FRP; X=wi é a

fracdo massica do sal (i=3,40u 5); Y =w: € a fracdo massica do componente Triton X-114.

Fonte: Préprio autor
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Tabela 2 - Equagdes com parametros ajustados para a representacao das curvas
binodais para a FRA

Temperatura Sais Equacéao R2
(°C) (%)
Yera= 0.000189284-0.00299144* X s +
(3) FRA L, FRA 995
0.0132561*X2p,
30 Yrra= 0.000185723-0.00238212*X +
4 A FRA 99.4
0.00848449*X 2y,
- Yera= 0.000187801-0.00172498*Xpp s + so.5
0.00273833*X 24
Yera= 0.00018051-0.00288034*X s +
(3) FRA . FRA 987
0.0143889*X2y,
20 Yrra= 0.000189871-0.00194423*X +
4 FRA 98.4
0.00508206*X 2
Yega= 0.000185947-0.00174296* X px 4 +
(5) FRA FRA 99.6
0.00362816*X 2,
Yega= 0.000187202-0.00292099* X pg 4 +
3 A L, FRA 100.0
0.0137046*X2y,
10 Yera= 0.000191599-0.00190249* X s +
(4) FRA FRA 100.0
0.00438173*X 24
Yera= 0.000189425-0.0016653* X gpa +
5y 4 FRA 100.0

0.00316502"X2p 5

(33)

(34)

(39)

Onde f (X) é a fungao que representa a curva binodal dando Y como uma funcdo de X nas FRA ou FRP; X=wi é a

fragdo massica do sal (i=3,40u 5); Y =w1 é a fracdo massica do componente Triton X-114.

Fonte: Préprio autor

A partir das Figuras 14 a 19, torna-se possivel observar que as equacoées com 0s

parametros ajustados representaram adequadamente os dados experimentais, uma

vez que ocorre a sobreposicdo entre os valores calculados e o0s obtidos

experimentalmente.
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Figura 13 - Ajuste das curvas binodais para a FRP nos sistemas constituidos agua (1)
+ Triton X-114 (2) + sulfato de sodio (3) nas temperaturas de 10 °C (A );20
°C (¢) e 30 °C (m)

Fonte: Préprio autor
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Figura 14 - Ajuste das curvas binodais para a FRA nos sistemas constituidos agua (1)
+ Triton X-114 (2) + sulfato de sodio (3) nas temperaturas de 10 °C (A );20
°C (¢) e 30 °C (m)

Fonte: Préprio autor



50

100w,

Figura 15 - Ajuste das curvas binodais para a FRP nos sistemas constituidos agua (1)
+ Triton X-114 (2) + citrato de sddio (4) nas temperaturas de 10 °C (4 );20
°C (+) e 30 °C (»)

Fonte: Préprio autor
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Figura 16 - Ajuste das curvas binodais para a FRA nos sistemas constituidos agua (1)
+ Triton X-114 (2) + citrato de sddio (4) nas temperaturas de 10 °C ( +);20
°C (+) € 30 °C (»)

Fonte: Préprio autor
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Figura 178 - Ajuste das curvas binodais para a FRP nos sistemas constituidos agua
(1) + Triton X-114 (2) + tartarato de sodio (5) nas temperaturas de 10 °C

(A); 20 °C (0) e 30 °C (n)

Fonte: Préprio autor
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Figura 18 - Ajuste de curvas binodais para a FRA nos sistemas constituidos agua (1)
+ Triton X-114 (2) + tartarato de sodio (5) nas temperaturas de 10 °C (4);

20 °C (0) e 30 °C (q)

Fonte: Préprio autor
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6.4 Composicao das linhas de amarracao para os sistemas constituidos por
Triton X-114 + agua + sal

As composicdes das linhas de amarragdo, em porcentagem massica, calculadas
segundo a metodologia de Merchuck (1997) para os sistemas compostos por Triton

X-114 + agua + sais sdo apresentadas nas Tabela 3-5.
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Tabela 3 - Composicao em porcentagem massica na Ml e das FRP e FRA das linhas de amarracao para os sistemas agua (1) +
Triton X-114 (2) + sulfato de sédio (3) nas temperaturas de 10 °C; 20 °C e 30 °C obtida por Merchuk

Temperatura 100w 100wl! 100wik4 100wiRA 100wiRP 100wiRP CLA ILA (rad)
1.0695 7.4953 1.2111 0.0155 0.8681 18.1338 0.1812 -52.8355

2.0400 9.8560 2.3983 0.0125 1.5340 23.7607 0.2376 -27.4776

30 °C 2.5170 10.9141 3.0275 0.0111 1.7820 26.6151 0.2663 -21.3598
3.0431 12.2868 3.7913 0.0095 1.9762 29.7928 0.2984 -16.4090

3.4952 13.4906 4.5288 0.0081 2.0787 31.9673 0.3205 -13.0438

1.5367 4.2309 1.4566 0.0142 1.6975 12.6972 0.1269 52.6427

2.0633 5.0115 2.1200 0.0126 1.9507 14.9498 0.1494 -88.2183

20 °C 3.0240 7.5181 3.3247 0.0101 2.5148 20.2353 0.2024 -24.9736
3.5621 8.9367 3.9887 0.0089 2.7805 25.2919 0.2531 -20.9258

4.0140 10.0601 4.6770 0.0077 2.8605 27.5498 0.2760 -15.1617

2.5966 1.5068 2.5207 0.0122 2.8988 7.4557 0.0745 19.6849

2.8049 2.0019 2.7431 0.0117 3.0180 8.8699 0.0886 32.2302

3.2076 3.4553 3.1273 0.0109 3.4546 14.0482 0.1404 42.8860

10 °C 3.5973 4.1154 3.6310 0.0099 3.5090 14.8938 0.1488 -121.9986
4.0120 5.0043 4.1475 0.0090 3.6612 17.9424 0.1794 -36.8762

4.3881 5.8482 4.6739 0.0081 3.7202 19.4973 0.1951 -20.4362

4.5273 6.5269 4.8694 0.0077 3.7688 20.9781 0.2100 -19.0522

Fonte: Préprio autor
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Tabela 4 - Composicao em porcentagem massica na Ml e das FRP e FRA das linhas de amarracao para os sistemas agua (1) +
Triton X-114 (2) + citrato de sodio (4) nas temperaturas de 10 °C; 20 °C e 30 °C obtida por Merchuk

Temperatura 100w}’ 100w 100wfR4 100wiR4 100wfRP 100wiRP CLA ILA (rad)
0.7639 6.9095 0.7610 0.0168 0.7675 15.3613 0.1534 2354.7018

1.5040 8.6383 1.7916 0.0146 1.1854 18.1912 0.1819 -29.9846

30 °C 2.5067 11.1382 2.9944 0.0122 1.9827 23.0934 0.2310 -22.8137
3.5367 13.5528 4.5422 0.0095 2.5181 27.2714 0.2734 -13.4688

4.0426 14.9745 5.4106 0.0082 2.7143 29.5069 0.2962 -10.9405

2.3079 4.5889 2.2757 0.0148 2.3665 12.9111 0.1290 142.0900

2.9844 6.1307 3.0508 0.0135 2.8768 16.0459 0.1603 -92.1485

20 °C 3.7687 7.6971 4.0152 0.0120 3.3805 19.7949 0.1979 -31.1677
4.4029 9.6929 5.0004 0.0105 3.6196 22.3855 0.2242 -16.2044

4.9841 10.4696 5.6909 0.0095 3.8953 26.5818 0.2663 -14.7991

3.3003 1.5129 3.1333 0.0136 4.0159 7.9365 0.0797 8.9774

3.8134 2.5936 3.6305 0.0128 4.4591 11.7025 0.1172 14.1076

4.1208 3.5230 3.9082 0.0124 4.7644 14.1505 0.1416 16.5128

10 °C 4.6322 4.5413 4.4977 0.0115 4.9932 16.7021 0.1670 33.6809
5.1240 5.7050 5.1284 0.0106 5.1141 18.6513 0.1864 -1308.8221

5.4702 6.4795 5.5823 0.0099 5.2205 20.8969 0.2089 -57.7228

5.7986 7.3206 6.1200 0.0092 5.2113 20.6807 0.2069 -22.7502

Fonte: Préprio autor
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Tabela 5 - Composicao em porcentagem massica na Ml e das FRP e FRA das linhas de amarracao para os sistemas agua (1) +

Triton X-114 (2) + tartarato de sédio (5) nas temperaturas de 10 °C; 20 °C e 30 °C obtida por Merchuk

Temperatura 100w 100wl! 100wiRA 100wiRA 100wiRP 100wrRP CLA ILA (rad)
1.0125 7.6312 1.2615 0.0166 0.7635 15.2473  0.1524 -30.5820

1.5061 8.8544 1.9008 0.0156 1.1191 17.5208  0.1752 -22.3935

2.0108 10.0490 2.7009 0.0143 1.3853 19.1441 0.1917 -14.5408

30 °C 2.5053 11.2773 3.4735 0.0131 1.6839 20.8341 0.2090 -11.6342
3.0021 12.4721 4.4592 0.0116 1.8924 21.9617  0.2210 -8.5516

3.4993 13.6517 4.9303 0.0109 2.3503 24.6046  0.2473  -9.5328

3.9961 14.7799 5.8997 0.0096 2.5480 26.0156  0.2622  -7.7591

2.2373 3.5441 1.9942 0.0153 3.1544 16.8536  0.1688 14.5131

3.1068 5.0914 2.9874 0.0137 3.4264 18.6884  0.1868 42.5458

20 °C 4.2017 7.1180 4.3616 0.0117 3.8543 22.5478  0.2254 -44.4230
4.9267 8.3401 5.3765 0.0103 4.0373 24.8094  0.2484 -18.5178

6.0130 10.3286 7.0491 0.0081 4.2420 27.9712  0.2810 -9.9618

4.9930 3.4985 4.9061 0.0115 5.4095 20.2176  0.2021  40.1406

5.2076 3.9144 5.1485 0.0112 5.4718 21.3825  0.2137 66.1013

. 5.7060 4.7902 5.7230 0.0104 5.6343 25.0363  0.2503 -282.4133
107 6.0115 5.3307 6.1187 0.0099 5.6212 24.7031 0.2470 -49.6318
6.1928 5.6204 6.3421 0.0097 5.6589 25.6783  0.2568 -37.5747

6.3326 5.8600 6.5123 0.0094 5.6941 26.6408  0.2664 -32.5476

Fonte: Préprio autor
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A Figura 20 apresenta as composi¢oes das linhas de amarracdo calculadas no
presente trabalho e as composicoes das linhas de amarracdao obtidas
experimentalmente por Ritter et al (2016), usando espectroscopia de emissao 6ética
para quantificacao dos sais e cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos
para a quantificacdo do polimero, para o sistema constituido por Triton X-114 + agua
+ sulfato de s6dio a 30 °C. A coincidéncia nas composicdes e/ou inclinagcado das linhas
de amarragdo com pontos de mistura préximos mostra que a obtencdo das
composicdes das linhas de amarracao calculadas pela metodologia de Merchuk séo
diretamente correlacionadas, com desvios muito baixos, as obtidas
experimentalmente. Deste modo, a metodologia de Merchuk pode ser usada para o
céalculo das composicoes das fases de sistemas constituidos por Triton X-114 + agua

+ sal.

60 FRP

Figura 19 - Linhas de amarragéo para os sistemas constituidos por agua (1) + Triton
X-114 (2) + sulfato de sédio (3) a 30 °C obtidos nesta investigacao (A ---
A) e da literatura (e...e) (Ritter,2016)

Fonte: Préprio autor

Nas Figuras 21 a 23 sdo apresentadas as composicdes das curvas binodais
calculadas a partir das equac¢des matematicas cujos parametros foram ajustados, bem
como as composi¢coes das linhas de amarracdao calculados pela metodologia de
Merchuk, para os sistemas compostos por Triton X-114 + agua + sal.

Pode-se observar que para os trés sistemas, a mudanca da temperatura levou a
mudancas na inclinacéo das linhas de amarragéo, o que é corroborado pela mudanca



57

de valores calculados para as ILAs na Tabela 3, Tabela 4 e Tabela 5, inclusive
apresentando mudanca de sinal. O solutropismo, presente discretamente nos
sistemas contendo citrato de sédio e tartarato de sddio a 30 °C, e no sistema contendo
sulfato de sodio a 20 °C, foi muito acentuado pelo abaixamento da temperatura. Este
comportamento esta diretamente relacionado a mudancas na seletividade do
eletrdlito, e consequentemente em sua particao, devido a alteracéo da temperatura.

A alteragdo na particado do sal no fenbmeno de solutropismo esta diretamente
relacionada a mudanca no estado de agregacao do polimero ao se atingir a
temperatura micelar critica. Deste modo, quando o sistema esta em temperaturas
inferiores a este ponto, em dadas concentragdes de sais, como a 10 °C, o polimero
apresenta-se disperso na solugdo; enquanto que na temperatura de 30 °C este
agrega-se em micelas, provavelmente diminuindo o espaco disponivel para o soluto
hidratado e para a 4gua na FRP.

Alteracdes no comprimento das linhas de amarracao em funcdo do aumento na
concentracao de sais estdo ligadas ao maior efeito salting out que aumenta a regiao
de separacgao de fases e, consequentemente, aumenta o CLA. Esta mesma relacao
causa-efeito é observada para o aumento da temperatura do sistema.

O deslocamento do inicio da curva binodal para as regiées de maior concentracao
de sais em fungao da diminuigdo da temperatura que ocorre na FRP esta relacionado
ao estado de agregacdo das moléculas de polimero, caracteristica de polimeros
termoseparaveis. A baixa temperaturas, o eletrdlito é o responsavel pela formacao da
regiao bifasica, uma vez que o sistema esta baixo da temperatura micelar critica, o
que sb ocorre a partir de uma dada concentracdao de sal. Conforme a temperatura
aumenta e, principalmente quando a temperatura micelar critica é atingida, o efeito de
separacao de fases se da concomitantemente devido a formacdo de micelas de
polimeros e ao efeito do satilng out, o que ocorre a baixas concentracées de sal, ou
mesmo na auséncia deste, quando se esta acima da temperatura micelar critica da
mistura polimero + agua.

Este fendmeno de formacao de micelas a partir de uma dada temperatura pode
ser explicado pelo aumento da hidrofobicidade de surfactantes poliméricos em funcéao
do aumento da temperatura. A baixas temperaturas, quando a hidrofobicidade deste
tipo de polimero é menor, 0 mesmo apresenta-se mais hidradato, circundado por
moléculas de agua; uma vez que sua hidrofobicidade aumenta com a elevagcao da
temperatura, as moléculas de polimero tornan-se menos hidradadas, se agregando
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na FRP, na qual a concentracdo de agua, e consequentemente de sal dissolvido
nesta, sdo reduzidas(CHAKRABORTY; SEN, 2016; LU et al., 2012, 2013, 2014).

A curva binodal que apresenta a maior regido de separagao de fases foi a do
sistema contendo sulfato de sédio, com aquelas observada para citrato de sédio e
tartarato de sédio, na mesma temperatura, apresentado diferengas na regiao de maior
concentragdo de sais. Embora em intensidades diferentes, os trés sais apresentaram
tendéncia similar quanto a seu efeito sobre as linhas de amarragcdo e,
consequentemente, sobre o ELL do sistema nas mesmas temperaturas. Na
temperatura de 10 °C, quando a separacao de fases ocorre apenas devido ao efeito
do sal, fica evidente o maior efeito salting out promovido pelo sulfato de sédio.

Uma vez que os trés sistemas possuem os cations Na®, a diferenca de
comportamento foi causada pelos anions S0%~, C,Hs03~ e C,H,0%~. O efeito salting
out esperado é de ser crescente em funcdo da valéncia dos anions com anions
trivalente possuindo maior efeito em relagdo a anions divalentes devido a maior
hidratacdo dos primeiros (GHAFFARI et al., 2019; RITTER et al., 2016), o que nao foi
observado no presente estudo. Esta diferenca para o comportamento esperado pode
ser resultado da diferenga de volume anios, sendo decrescente para SO0;~ <
C,H,0% < CcHs03~, uma vez que ha uma maior densidade eletrénica para os inos

menores.
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Figura 20 - Curvas binodais e linhas de amarracao obtidas experimentalmente pelo
método proposto por Merchuk para o sistema (1) agua +(2) Triton X-114
+(8) sulfato de sodio nas temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30 °C

Fonte: Préprio autor
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Figura 21 - Curva binodais e linhas de amarragdo obtidas experimentalmente pelo
método proposto por Merchuk para o sistema agua (1) + Triton X-114 (2)

+ citrato de sédio (4) nas temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30 °C

Fonte: Préprio autor
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Figura 22 - Curvas binodais e linhas de amarracao obtidas experimentalmente pelo
método proposto por Merchuk para o sistema agua (1) + Triton X-114 (2)

+ tartarato de sédio (5) nas temperaturas de 10°C, 20 °C e 30 °C

Fonte: Préprio autor
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6.5 Curvas binodais a diferentes pHs para os sistemas constituidos por Triton
X-114 + sal + agua

N&ao foi observado nenhuma alteracdo da composicdo da FRP com a alteracédo do
pH do sistema constituido por Triton X-114 + agua + sulfato de sédio a 20 °C,
originalmente com pH 7,5, para os valore de pH de 10 e 5, conforme pode ser
observado na Figura 24. O ajuste do pH destes foi feito pela adicao de acido sulfurico
e hidréxido de sodio, resultando em porcentagens massicas destes componentes, em
relacdo a massa total do sistema, de, respectivamente, 0,076 % para pH 5 e de 0,054
% para pH 10.

10 ma¢
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Figura 23 - Efeito do pH nas curvas binodais para a FRP nos sistemas constituidos
por (1) agua + (2) TritonX-114 + (3) sulfato de sédio a pH =5 (A);7,5 (¢)
e 10 (o) a20 °C

Fonte: Préprio autor

Na Figura 25 pode ser observado que o aumento do pH do sistema agua +Triton
X-114 + citrato de sédio, inicialmente a 7,5, para 10, por meio da adi¢cao de hidréxido
de sédio a 20 °C, nao resultou em alteragdo das composi¢cdes da curva binodal para
a FRA. Por outro lado, a reducéo do pH para 5,0, levou a um deslocamento negativo
da curva, o que resultaria em uma menor regidao de separacgao de fases, caracterizada
por um menor efeito salting out do acido e base conjugado (citrato de sodio/acido

citrico).
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Este efeito se deve ao aumento da protonacao dos ions citrato, resultando em uma
menor valéncia comparada a um pH mais elevado. Esta menor valéncia tem como
resultado diminuicdo do numero de moléculas de agua ligadas aos ions. O que causa
um menor efeito salting out (CHAKRABORTY; SEN, 2016; ZAFARANI-MOATTAR,;
HAMZEHZADEH, 2011).
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Figura 24 - Efeito do pH nas curvas binodais para a FRP nos sistemas constituidos
por agua (1) + Triton X-114 (2) + citrato de sodio (4) apH =5 (A), pH=7,5 (¢) € 10 (0)
az20 °C

Fonte: Préprio autor

Na Figura 26 é mostrado que a alteracdo do pH, de 7,5, para 10, por meio da adicdo
de hidroxido de sédio, e para 5, pela adicao do par conjugado acido tartarico —tartarato
de sbdio, nao resultou em modificagcdo na composicao da curva binodal para o sistema
constituido por Triton X-114 + 4gua + tartarato de sédio a 20 °C.
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Figura 25 - Efeito do pH nas curvas binodais para a FRP nos sistemas constituidos
por (1) + (2) +(5) apH =5 (A);7,5(¢) e 10 () a 20 °C

Fonte: Préprio autor
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6.6 Comportamento do ELL de SABs constituidos por Triton X-114 + agua +
glicose adicionados ou nao de sais

O efeito sugaring out que a glicose exerce na formacao da regido bifasica para
sistemas compostos por Triton X-114 + agua + glicose € menor que o efeito salting
out dos trés sais estudados no presente trabalho, conforme pode ser observado na
Figura 27. Este menor efeito se deve as moléculas de glicose se apresentarem menos
hidratadas do que os ions de eletrdlitos, o que induz um menor efeito de separacao
entre o carboidrato e o polimero, e consequentemente uma menor diferenca de

hidrofobicidade entre as fases.
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Figura 26 — Curva binodal da FRP para os sistemas constituidos por agua (1) + Triton
X-114 (2) + glicose (6) a 30 °C (A) e 20°C (o)

Fonte: Préprio autor

Nos sistemas quaternarios constituidos por Triton X-114 + agua + sais + glicose
a 20 °C, a glicose demonstrou ter mais afinidade pela FRA para os sistemas contendo
sulfato de sédio e citrato de sddio, conforme demonstrado na Figura 28. As fracdes
massicas de tartarato de sddio, citrato de sodio e sulfato de sdédio no ponto de mistura
destes sistemas foram de, respectivamente, 0,015 a 0,020, 0,010 a 0,015 e 0,0075 a

0,0095, conforme é mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6 — Composicao dos sistemas quaternarios constituidos por agua (1) + Triton

X-114 (2) + sais (3, 4 ou 5) + glicose (6) (ws=0,05:0,1;0,15;0,20 € 0,25) a

20°C
. wit WMl Mg L)
0.0500 0.0479 0.0143 0.8878 40.8315 9.6414 0.2361
0.1001 0.0468 0.0135 0.8396 40.7083 109.9445 2.7008
0.1506 0.0427 0.0128 0.7939 173.4012 63.4728 0.3660
0.2054 0.0418 0.0117 0.7411 213.5448 107.4890 0.5034
0.2543 0.0377 0.0113 0.6967 274.8612 60.2590 0.2192
. wit o wM g L)
0.0500 0.0479 0.0143 0.8878 40.8315 9.6414 0.2361
0.1001 0.0468 0.0135 0.8396 109.9445 40.7083 0.3703
0.1506 0.0427 0.0128 0.7939 173.4012 63.4728 0.3660
0.2054 0.0418 0.0117 0.7411 213.5448 107.4890 0.5034
0.2543 0.0377 0.0113 0.6967 274.8612 60.2590 0.2192
oowr W Wl M@ e
0.0508 0.0483 0.0190 0.8819 45.0737 14.7300 0.3268
0.1006 0.0460 0.0180 0.8354 38.1801 117.0149 3.0648
0.1503 0.0424 0.0176 0.7897 103.4044 206.8088 2.0000
0.1998 0.0406 0.0160 0.7436 8.6860 185.5976 21.3675
0.2500 0.0374 0.0152 0.6974 8.0345 258.0691 32.1200

Fonte: Préprio autor

Em fragdes massicas de glicose no ponto de mistura de 0,25 e 0,20, a glicose
teve afinidade muito maior pela FRP, apresentando coeficientes de distribuicdo de,
respectivamente, 32,1 e 21,4. Este comportamento pode estar relacionado a exclusao
de grande parte das moléculas de glicose da FRA pelo anion tartarato, que possui
maior afinidade pela agua do que as moléculas do carboidrato, e esta em maior
concentragdo no sistema do que os ions citrato e sulfato. Entretanto, é recomendado
repeticdes experimentais para a confirmagéao deste comportamento.
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Tabela 7 — Composicao dos sistemas quaternarios constituidos por (1) agua + (2)
Triton X-114 + sais (3, 4 ou 5) + (6) (ws=0,003) a 20°C

wi' w3l w3l wil! CER (glL) P (glL) Ka
0.0035 0.0421 0.0152 0.9391 0.8838 6.6954 7.5758
0.0031 0.0500 0.0205 0.9264 1.6792 6.4276 3.8278
0.0031 0.0744 0.0299 0.8926 1.4141 7.2311 5.1136
0.0030 0.0905 0.0353 0.8712 1.2373 5.8920 4.7619
0.0031 0.0998 0.0399 0.8572 0.6187 7.2311  11.6883
wg' wy!! wy!! wil! CeRfA(all)  CERP(gL) Ka
0.0030 0.0459 0.0232 0.9280 0.7954 2.9460 3.7037
0.0032 0.0615 0.0299 0.9054 1.4141 4.8207 3.4091
0.0030 0.0768 0.0374 0.8827 1.3257 3.7494 2.8283
0.0030 0.0968 0.0439 0.8563 1.2373 3.4816 2.8139
0.0030 0.1068 0.0502 0.8400 3.1180 4.0173 1.2884
100wy 100wi 100wl 100wt CERA(QIL) CERP(gIL) Ka
0.003 0.035 0.022 0.940 2.316 0.803 0.3470
0.003 0.050 0.031 0.916 2.245 0.536 0.2386
0.003 0.071 0.042 0.884 2.528 1.071 0.4238
0.003 0.083 0.049 0.865 2.563 1.875 0.7315
0.003 0.103 0.060 0.834 2.404 0.402 0.1671

Fonte: Préprio autor
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Figura 27 — Coeficiente de particao da glicose em um sistema quaternario constituidos
por agua (1) + Triton X-114 (2) + sulfato de sodio (3) (©) ou (4) citrato de
sédio (V) ou (5) (A) tartarato de sodio + (6) glicose (w=5,10,15,20 e 25 %)

a?20 °C

Fonte: Préprio autor
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Na Figura 29 sao apresentados os coeficientes de particao da glicose em sistemas
constituidos por Triton X-114 + agua + sal, adicionados de 0,03 % (m/m) de glicose,
de modo a se considerar um estado aproximado de diluicdo infinita deste componte
e, deste modo, podendo-se desconsiderar o seu efeito no comportamento de ELL do
sistema.

De modo geral os coeficientes de particdo da glicose seguiram a seguinte
sequencia Kg(sulfato) > K;(citrato) > K;(tartarato), para toda a faixa de
concentracado estudada. Em baixas concentracoes de glicose, o efeito salting out dos
anios S03-, C4Hs03~, C,H,0%~ seguiu a mesma ordem para as moléculas de glicose.
Uma vez que a particdo da glicose e do Triton X-114 podem ser relacionados a maior
hidratacao dos anions do eletrélito, que por sua vez determina a intensidade do efeito
de desestruturacédo da fase aquosa (efeito caotropico) este resultado esta de acordo

com o esperado.
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Figura 28 — Coeficiente de particao da glicose em um sistema quaternario
constituidos por (1) agua + (2) Triton X-114 + (3)sulfato de sodio (¢) ou
(4)citrato de sodio (m) ou (5)tartarato de sodio (A) + (6) glicose (wg =
0,0003) a 20 °C

Fonte: Préprio autor
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7 CONCLUSOES

Nos sistemas constituidos por Triton X-114 + agua + sal, o efeito salting out dos
anios foi maior para os anios SO%~ e similar para os anions C,Hs03~ e C,H,0%".
Embora o anion citrato tenha valéncia maior, para o qual era esperado maior efeito
salting out, esta diferenca de comportamento pode ser resultado do volume muito
menor ocupado pelos anions SO%~, o que faz com que estes tenham um niimero muito
maior de anios para uma mesma massa ou volume de solucdo aumentando a
densidade eletrénica, bem como seu nivel de hidratacdo devido ao maior nimero de

ligacdo com as moléculas de agua.

A alteracdo da temperatura levou a mudangas na inclinagdo das linhas de
amarracao. O solutropismo, presente discretamente nos sistemas contendo citrato de
sodio e tartarato de sédio a 30 °C, e no sistema contendo sulfato de sodio a 20 °C,
aumentou devido ao abaixamento da temperatura. Este comportamento esta
diretamente relacionado as mudancas na seletividade do eletrélito, e
consequentemente em sua particao, devido a alteracao da temperatura. O aumento
da temperatura resultou em aumento da regido bifasica para todos os sistemas. Este
efeito esta ligado a mudancgas na hidratacdo das moléculas de polimero em funcao
deste parametro, bem como a temperatura micelar critica da mistura Triton X-114 +
agua. Uma vez que quando os sistemas encontram-se em temperaturas inferiores a
este ponto, em dadas concentracdes de sais, como a 10 °C, o polimero apresenta-se
disperso na solug¢édo; enquanto que na temperatura de 30 °C este agrega-se em
micelas, provavelmente diminuindo o espaco disponivel para o soluto hidratado e para
a agua na FRP.

Nos sistemas constituidos por Triton X-114 + 4gua + glicose, o efeito sugaring
outdeste carboidrato sobre o polimero foi menor que o efeito salting out exercido pelos
trés sais, 0 que pode ser explicado pela menor hidratacdo das moléculas de glicose

em relagéo aos ions dos eletrdlitos resultando em menor efeito caotropico.

A particao da glicose, quando em baixa concentra¢des no sistema, embora em
intensidade diferente, sofreu a mesma tendéncia do efeito salting out exercido sobre
o polimero, com o carboidrato se particionando preferencialmente para a fase

polimérica.
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APENDICE A - Validacdo da curva binodal do sistema Triton x-114 + sulfato de
s6dio + agua
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Figura 29 - Curva binodal para a FRP no sistema constituidos por (1) + (2) + (3) (A) e

dados reportados da literatura (e)(RITTER et al., 2016) a 30°C

Fonte: Préprio autor
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Figura 30 - Curva binodal para a FRA no sistema constituidos por (1) + (2) + (3) (A) e

dados reportados da literatura (e)(RITTER et al., 2016) a 30°C

Fonte: Préprio autor
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APENDICE B - Curva analitica DNS
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Figura 31 - Curva analitica do método DNS para determinacéo de agucares
redutores



