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RESUMO

Em varias décadas os Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) tem sido largamente estudados como
promissores sistemas para separacdo, extracdo, purificacdo e pré-concentracdo de analitos
diversos, em especial, os de interesse biotecnoldgicos. Embora esses sistemas sejam faceis de
serem preparados o controle de suas propriedades fisico-quimicas é dependente de inUmeros
fatores e por isso, é essencial o conhecimento do comportamento de fase do SAB, expresso como
um diagrama de fase, para sua aplicacdo. O presente trabalho teve por objetivo o estudo
experimental do equilibrio liquido-liquido em sistemas aquosos bifésicos (SAB) formados por
mistura de PEG (4.000, 6.000 e 10.000g mol™) + bissulfito de sédio + agua em quatro
temperaturas variando de 288,15 a 318,15 K. Cada diagrama foi caracterizado por 5 linhas de
amarracdo em cada temperatura. Nos diagramas obtidos foi observado um deslocamento
significativo do locus das curvas binodais com a elevacdo da temperatura, levando a um aumento
da regido bifasica. Essa caracteristica evidencia um processo de separacao de fases endotérmico.
O aumento da massa molar do polimero também favorece a formacéo do SAB. Estudos cinéticos
com monitoramento do pH e composi¢cdo das fases no tempo mostraram que o equilibrio nos
SAB estudados ¢ alcancado com cerca de 3h em repouso no banho termostatizado. No intervalo
de 72h do estudo cinético os SAB se mostraram estaveis. Os novos SAB obtidos ainda ndo foram
descritos na literatura e podem apresentar potencial aplicacdo para processos de separacao

usando a propriedade de conservante quimico do bissulfito de sodio.

Palavras-chave: Sistemas aquosos bifasicos, polietilenoglicol, bissulfito de sodio, equilibrio
liquido-liquido.



ABSTRACT

In several decades the Aqueous Two-Phase Systems (ATPS) have been widely studied as
promising systems for separation, extraction, purification and pre-concentration of various
analytes, particularly the biotechnological interest. While these systems are easy to prepared
control of their physicochemical properties is dependent on many factors and so it is essential to
know the phase behavior of the ATPS, expressed as a phase diagram for your application. This
study aimed to the experimental study of liquid-liquid equilibrium in aqueous two-phase systems
(ATPS) formed by mixing PEG (4,000, 6,000 and 10,000 g mol-1) + sodium bisulfite + water at
four temperatures of 288.15 to 318.15 K. each diagram was characterized by 5 mooring lines at
each temperature. In the diagrams obtained was a significant shift in the locus of the binodal
curves, leading to an increase of the biphasic region with increasing temperature. This
characteristic shows a process of endothermic phase separation. Increasing the molecular weight
of the polymer also promotes the formation of SAB. Kinetic studies with pH monitoring and
composition of the phases in time showed that the balance in the ATPS studied is reached with
around 3 pm at rest in the thermostatic bath. In the 72 hours interval of the kinetic study the
ATPS were stable. The new ATPS were not obtained in the literature and may have potential
application for separation processes with increased property as a chemical preservative sodium
bisulfite

Keywords: Aqueous two-phase systems, polyethylene glycol, sodium bisulfite, liquid-liquid

equilibrium.
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1 INTRODUCAO

Nesta secdo serdo abordados os principais fatores historicos da area.

1.1 HISTORICO

As primeiras solu¢bes aquosas que segregaram fases, consideradas como Sistemas
Aquosos Bifasicos foram descobertas em 1896. Beijeirinck, em seus experimentos de
microbiologia, observou um fendmeno diferente ao se misturas solugdes aquosas de gelatina e

agar ( ou amido), no qual havia uma formacao de duas fases liquidas (BEIJERINCK, 1986).

Posteriormente em 1929, Ostwald e Hertel em seus estudos tentando entender a
separacdo de fases desses materiais, verificaram que para variadas fontes de amido, eram

necessarias diferentes concentracGes para a separacdo das fases (ALBERTSSON,1986).

Alguns anos depois em 1947, Dobry e Boyer-Kawenoki estudaram a mistura de pares
de polimeros soltveis em agua ou em solventes organicos, para confirmar se ha a ocorréncia
ou ndo de separacdo de fases. Em seus estudos constataram que dos 35 pares de
macromoléculas estudados, apenas 4 ndo produziram a formacdo das duas fases, e concluiram

que a formacdo de SAB entre esses polimeros era um fendmeno geral (HATTI-KAIL,2000).

Uma grande ascensdo para essa técnica de separacao liquido-liquido foi através dos
trabalhos de Albertsson (1986), no qual observou que quando uma proteina foi colocada uma
proteina em um sistema aquoso bifasico, a distribuicdo desta biomolécula é desigual entre
essas duas fases. Esses estudos serviram de precursores para as analogias com processos de
extracdo liquido-liquido (ALVES et al, 2004).

A partir desses estudos foram publicados trabalhos que envolvem aplicacdo destes sistemas a
particdo ou purificacdo de materiais bioldgicos, desde proteinas até células, como relata
Merchuk (MERCHUCK; ANDREWS; ASENIO, 1998).

Com o0 avanco da pesquisa nessa area, em 1971 Ryden & Albertsson, fizeram a
primeira publicagdo no qual havia dados de tensdo interfacial em sistemas formados por PEG
e dextrana, onde foi relatado um comportamento caracteristico em funcdo de duas variaveis
termodindmicas; o comprimento da linha de amarragdo (CLA) e a massa molar dos dois
polimeros. Atualmente, outras varidveis caracteristicas desses sistemas como: temperatura,
natureza dos ions, pH e etc., ja estdo bem definidas para propor uma modelagem (RYDEN et
al, 2004).
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Cerca 10 anos ap0s a publicacdo de Albertsson, em 1984 Brooks e colaboradores,
estudaram o mesmo sistema e fizeram a proposta de uma relacdo exponencial entre a tensédo
interfacial e a diferenca de composigéo entre as duas fases, expressa pelo comprimento da
linha de amarragdo (BROOKS; FISHER, 1995).

Em 1995 Zaslavsky sugeriu que outra possivel caracterizacdo dos SAB poderia ser
feita pela inclinacdo das linhas de amarracdo (ILA ou STL). Para este autor, a grandeza STL
(“Slope of the Tie Line”) é constante para as linhas de amarracdo de um SAB
(ZASLAVSKY,1995). Esta afirmacéo, foi confirmada com maior precisdo por Madeira em
2008 que apresentou um método para confirmar que as grandezas extensivas fossem
constantes ao longo da STL para os sistemas aquosos bifasicos investigados (MADEIRA,
2008).

Prosseguindo os estudos em 1998: Tada e Loh, obtiveram com a adi¢do de CH,CI; a
um sistema aquoso bifasico formado por Na,SO,4 e PEG resultava em um sistema trifasico,
onde, a fase mais densa era formada pela mistura H,O e Na,SO,, a fase intermediaria era
composta por PEO e CH,Cl,, enquanto a fase superior era formada por PEO e H,O. Outras
tentativas foram feitas, por exemplo, a adicdo de n-hexano, a este sistema trifasico, na qual
gerava um sistema tetrafasico em que a nova fase era a menos densa e formada por mistura de
CH,Cl, e n-hexano (TADA; LOH, 2004) .

Com o avanco da técnica em 2003, Rogers e seus colaboradores foram os primeiros
desenvolverem um sistema com solucdes aquosas de liquidos ibnicos com imidazolio. Esses
sistemas formaram SAB em presenca de solucdes de certos sais inorganicos, como por
exemplo K3PO, (ROGERS; BRIDGES; GUROWSKI, 2007).

Na mesma década alguns trabalhos visaram as aplicacdes desses sistemas, como por
exemplo, em 2007: Zhang detalhou a particdo de biomoléculas em sistemas contendo
acetonitrila e 4gua a baixa temperatura (ZHANG, 2007).

Dois anos depois, em 2009, seguindo a mesma analogia de aplicacdes, novos SAB
foram desenvolvidos. Coutinho e colaboradores utilizaram liquidos idnicos para a formacao
de sistemas bifasicos contendo PEG e sulfato para particdo de aminoacidos (COUTINHO;
CLAUDIO; SILVEIRA, 2010).

Dentre os diferentes estudos, em 2014, Pereira e colaboradores estudaram a influéncia
de varios liquidos i6nicos nos SAB constituido por polietilenoglicol e Na,SOy, e perceberam
que a separacdo do L-triptofano na presenca dos liquidos idnicos foi bastante eficiente no
sistema, tal fenémeno proporcionou diretamente a mudanca do coeficiente de particdo da
biomolécula (PEREIRA; SOBRAL; FREIRE; SANTQOS, 2014).
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Nos ultimos anos alguns trabalhos foram feitos utilizando a incorporacdo de
nanoparticulas nesses sistemas, um exemplo bem recente neste ano de 2015, foi relatado por
Raghavarao e colaboradores; que desenvolveram estudos de particdo de uma enzima em SAB
com nanoparticulas de ouro incorporadas (RAGHAVARAO, 2015).

De maneira geral a Tabela 1 mostra os estudos atuais para alguns SAB da literatura
especifica em composi¢cdes com diferentes constituintes com potencial de aplicacdo destes

sistemas no desenvolvimento de tecnologias para a inovagdo dos processos industriais.

Tabela 1- Exemplo de alguns SAB recentes e seus constituintes.

Principais SAB Constituintes Referéncia
Polimero- Polimero PEG/Dextrana Gunduz e Korkmaz,2000
PEG/PVA Pessoa Jr, Kilikian, 2005
PEG/Poli acido acrilico Saravanan, 2008
Polimero- Sal Inorgénico PEG/ Fosfato de Potassio Haraguchi, 2004
PEG/ Sulfato de Magnésio Oliveira, 2009
PEG/ Tartarato de Sédio Mageste,2009
PEG/Sulfito de Sodio Alvarenga , Virtuoso 2011
Liquido I6nico —Sal [C4min]Cl./Fosfato de Louros 2010
Inorganico Potassio Alvarenga, Virtuoso,2012
[B4min]Cl/Sulfato de
Magnésio
Liquido I6nico — [C4min]CI/D-Maltitol Freire, 2011
Carboidratos
Liquido Iénico- [C4min]Cl/L-Lisina Dominguez-Perez 2009
Aminoacidos
PEG- Sal Inorgénico PEG/Sulfato de Magnésio Madhusudhan, Tavanandi e
( Nanoparticulas) Raghavarao, 2015

Fonte: Do autor.
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1.2 DEFINICAO DE SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS-SAB

Por definicdo um Sistema Aquoso Bifésico (SAB) é uma mistura formada por trés
componentes, na qual essa mistura segrega em duas fases ap6s atingir um equilibrio. Ha
décadas os SAB estdo sendo expressivamente usados com processos de separagdo envolvendo
ions (BULGARIU,2013), pequenas moléculas (VICENTE,2014), macromoléculas
(COSTA,2015) e uma variedade de biomateriais, incluindo bactérias (L.C.EFFIO, L.et. all,
2015), e organelas celulares (PRAT, 2002). Muitos trabalhos relatam a aplicacdo de SAB
com processos de clarificagdo, concentracdo e purificacdo, possibilitando a obtencdo de
elevados rendimentos, além de recuperacdo de materiais e posteriormente um aumento de
escala (GRABER,2004).

Estes sistemas podem ser compostos por diversos materiais, com misturas de dois
polimeros diferentes, tais como poli(etilenoglicol) e dextrana; polimeros e sal, tais como PEG
e sulfato de sodio; pela mistura de dois sais que sdo os classificados como liquidos idnicos; ou

até mesmo com nanoparticulas incorporadas(NASCIMENTO,2010).

Em literatura especifica, um SAB geralmente é descrito pela sua grande quantidade de
agua em suas fases. Essa observacdo empirica serve para SAB tradicionais que envolvem sais
ou polimeros, ja que as quantidades desses materiais devem ser realmente pequenas para a
formacdo desses sistemas. Porém, alguns sistemas contendo liquidos idnicos apresentam

fracdes de solutos maiores que a fracdo de agua.

Segundo Rito-Palomares, os SAB podem ter um alto valor comercial/farmacéutico,
devido aos processos de recuperacdo de materiais, como por exemplo, os trabalhos de SAB
que contém polimero e visam a reciclagem deste por aquecimento da fase polimérica (RITO-
PALOMARES,2004).

Os sistemas tradicionais (polimero-polimero ou polimero-sal) apresentam uma
vantagem com relacdo as técnicas convencionais de separacao que usam solventes organicos.
Devido ao seu alto teor de agua presente nas fases, esses SAB chegam a apresentar valores de
80 a 90% em fracdo massica de agua aproximadamente. A elevada fracdo de agua nesses
sistemas € propicia para materiais de origem biolégica. Outra vantagem é que esses SAB
proporcionam menor impacto no meio ambiente quando comparado a outros processos de
separacdo/extracdo que usam solventes organicos. Sendo assim, trabalhos recentes

correlacionam os SAB com alguns dos principios da Quimica Verde.
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Os sistemas mais citados sdo aqueles formados por PEG. Uma justificativa para esse
fato, mencionada em varios trabalhos, esta relacionada com as caracteristicas que o polimero
apresenta, como baixo custo e toxicidade, biodegrabilidade elevada e alta solubilidade em
agua, além do que os polimeros do tipo PEG apresentam aplicaces biotecnoldgicas e sdo

usados também como catalizadores em sinteses.

Atualmente, foram obtidos um grande volume de dados para equilibrio contendo sal e
polimero. Esses experimentos tem combinado PEG com diferentes tipos de sais, por exemplo,
sulfitos, sulfatos, carbonatos, cloretos, nitratos, tartaratos (LEMOS et al, 2011) dentre outros,
sendo que em literatura especifica até o presente momento ndo ha dados de equilibrio para
bissulfito de sodio e PEG.
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1.3 ELEMENTOS DE ESTUDOS DOS SAB

Nesta secdo serdo descritos todos elementos bésicos que definem os SAB.

1.3.1 Diagrama de Fases

Os diagramas de fases para equilibrio liquido-liquido sdo muito usados nos trabalhos
gue evolvem os SAB, e através desses diagramas uma serie de parametros sdo estudados.
Basicamente um diagrama de fases, representam graficamente a composicédo dos constituintes

dos sistema em temperatura e pressdo definidas.

Um dos exemplos de diagrama de fases, esta representado na Figura 1, onde mostra a
composicao das fases no equilibrio, em coordenadas retangulares. Nesse tipo de diagrama é
omitida a concentracdo do solvente, neste caso a dgua. A concentracdo desse solvente pode

ser obtida pela diferenga entre 0s outros componentes presentes na mistura.

Figura 1: Modelo de diagrama de fases de um sistema aquoso bifasico representando

a mistura formada por sal, polimero e agua, no modelo de coordenadas

retangulares.
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Fonte: Do autor.
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Pela a andlise desse diagrama, podemos dividi-lo em duas regiées por uma linha
denominada binodal ou curva do equilibrio, em suma essa linha representa o “limite” entre as
regides monofasica e bifasica. Essa curva é obtida experimentalmente, geralmente por um
método j& bem definido na literatura como método de titulacdo turbidimétrica. Sistemas cuja
composicao fica abaixo da linha binodal formam apenas uma fase, enquanto os que ficam
acima da binodal formam duas fases (ZAFARANI-MOATTAR, 2001).

Nesse diagrama também s&o representadas as linhas de amarracdo (linha CAB) que,
para determinada composic¢éo global do sistema (A) fornece a concentragdo dos solutos nas
fases em equilibrio, representadas pelos pontos C (fase superior) e B (fase inferior). Em uma
andlise direta convenciona-se que qualquer conjunto de pontos globais (A,A’,A”) que esteja
sobre a mesma LA fornecerd dados de equilibrios que consideramos como propriedades
termodinamicas intensiva iguais, tais como composicao, densidade, volume molar, entalpia
molar, etc.), porem as suas variaveis termodinadmicas extensivas ( massa, volume, etc.). Esse
tipo de determinacdo experimental é aplicado em diversas trabalhos seguindo o mesmo
raciocinio para as fases inferiores, podendo ser confirmados nos trabalhos de Zaslavsky e Loh
(2004).

Um outro pardmetro usado para estudar a separacdao de fases em SAB que pode ser
descrito por uma dado numérico de referéncia € o comprimento da linha de amarracao
(CLA), este parametro ¢ muito usado para medir a diferenca das propriedades intensivas entre
as fases em equilibrio. O CLA é determinado geometricamente pela equacao de Pitagoras,
onde é considerado o CLA como a hipotenusa , e seus catetos sdo formados pela diferenca da

concentracdo dos componentes nas fases, sendo assim o CLA pode ser calculado pela equacgéo

(D)

CLA = [(wi™ —wi™)? + (W™ — wirf)? 105 )

Onde w; e w, correspondem a diferenca de concentracdo de PEG e sal nas fases
superior e inferior expressa em % em massa, respectivamente. A medida que aumenta o valor
do CLA, torna-se maior a diferenga de composicéo entre as fases. Uma outra inferéncia desse
parametro, segundo Malpiedi, é que o aumento da CLA ocasiona a diminui¢cdo do volume
livre nas fases de fundo do sistema (MALPIEDI, 2008).

Outra caracteristica importante dos diagramas de fases é a inclinacdo da linha de
amarracdo (ILA). A ILA é uma medida de como a composicdo das fases pode variar com a

alteracdo de uma propriedade fisico-quimica, como a temperatura e a massa molar, um dos
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exemplos importantes esta no trabalho de Carvalho (CARVALHO, 2007), onde ele define que

valor da inclinacdo pode ser calculado pela equacéo:

ILA = M 2
Wzsup_Wsz

Este parametro apresenta atualmente como uma caracteristica importante dos
diagramas de fases uma vez que o seu valor é geralmente constante, sendo assim esses dados
acabam servindo de referéncias para comparacdes afim de se obter diagramas de fases
confiaveis.

Um outro conceito muito singular desses diagramas é o ponto critico (Pc), neste ponto
as propriedades (composicdo, volume entre outras) de ambas as fases sdo teoricamente as
mesmas. Portanto, quanto mais a composi¢do do sistema se aproxima do Pc,menor é a
diferenca entre as fases, ou seja, no Pc, as composi¢fes e 0s volumes entre as fases sdo
teoricamente iguais. No entanto, nas proximidades do Pc existem pequenas alteracdes na
composicdo dos sistemas, que provocam expressivas mudangas na qual o sistema varia de
uma para duas fases e vice-versa. Este ponto pode ser obtido pela interseccdo de uma linha
que passa pelo ponto médio de varias LA, com a binodal. O ponto limite é o ponto onde a
binodal é tangente a linha que une os segmentos iguais nos eixos do diagrama. A posi¢cdo
relativa do ponto limite e do Pc define a simetria do diagrama de fases. Quando h& uma
coexisténcia destes dois pontos coincidem o diagrama de fases considera-se simétrico,
segundo Muller A (MULLER, 2013).
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1.4 FATORES QUE INFLUECIAM A FORMACAO DE SAB

Para cada sistema existe um diagrama de fases que define as proporcdes entre 0s
componentes formadores das fases, € necessario levantar dados e fazer testes de equilibrio.
Alguns desses diagramas estdo disponiveis na literatura, porém é importante que ao testar um
novo sistema se construa um diagrama nas condicdes de trabalho a serem utilizadas na

extracao (temperatura, pH, massa molar do PEG e adicdo de suspensdes biologicas e outros).
1.4.1 Massa molar e concentracdo do polimero

Os polimeros sdo conhecidos por terem a capacidade de estabilizar estruturas
particuladas e com atividades bioldgicas. De uma forma geral, quanto maior for a massa
molar do polimero do sistema de duas fases aquosas, para uma determinada composicéo de
fases, tanto menor serd a concentracdo necessaria, desse mesmo polimero, para que ocorra
separacdo de fases e, menor sera a particdo de material bioldgico para a fase rica em polimero.

Quanto maior for a massa molar do polimero, menor sera o volume de solvente
disponivel, o que implica em uma diminuigdo de solubilidade das proteinas na fase rica em
polimero e consequentemente uma diminuicdo do coeficiente de particdo (AZIMAIE,2010).
Com relacdo a concentracdo do polimero, tem sido demonstrado que o sistema de fases

desloca-se em direcdo a regido bifasica com o aumento da concentracdo do polimero.

1.4.2 Tipo e Concentracao do Sal

Albertsson (1986) observou que a separacdo de fases em misturas contendo
polieletrolitos depende fortemente da forca idnica e do tipo de ion presente no sistema. E
ainda, que se uma quantidade suficiente de sal fosse adicionada, ndo seria necessario
adicionar PEG ao sistema para que ocorresse a separacdo das fases. Desta forma, surgiram os
primeiros SAB do tipo polimero-sal-agua.

Zafarani-Moattar investigaram a formacédo de fases com os seguintes sais: Na;HPOy,
NaH,PO, e NazPO,, todos apresentando o mesmo cation, porém com anions de diferentes
valéncia. Eles verificaram que o aumento da carga do &nion diminui a concentracdo de sal
necessaria para a separacdo de fases (ZAFARANI-MOATTAR, 2004). Similar tendéncia foi
observada por Goddard para SAB com NaOH, Na,SO, e NazPO,. A eficiéncia do anion na

formacdo de fases foi encontrada na seguinte ordem decrescente: PO, = > SO 2 > OH
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(GODDARD, 2002). Nesse sentido, Zafarani-Moattar, descreveram que anions com uma
maior valéncia sdo melhores agentes salting-out do que anions com valéncia mais baixa,
porque 0 anion torna-se mais hidratado e assim diminui a quantidade disponivel para hidratar
0 PEG.

Comparando-se sais que contém o mesmo cation, mas anions diferentes com mesma
carga (NaH,PO, e NaHSO,), a eficiéncia é aumentada do sal de sulfato para o sal de fosfato,
pois a solubilidade deste em &gua é mais baixa do que o sal de sulfato Em relagdo aos sais
que apresentam o mesmo anion, mas com cations monovalentes de diferentes tamanhos
(K2HPOy4, (NH4),HPO,4, Na;HPO,), pode-se observar que a regido bifasica aumenta quando o
tamanho do cation decresce segundo os estudos de equilibrio de Gasemi. Este comportamento
pode ser analisado considerando dois cations (ou dois anions) da mesma valéncia.
Considerando dois ions de diferentes raios e, portanto diferentes densidades de carga, o ion de
menor raio (e maior densidade de carga) ira interagir com o PEG em maior proporcao,
favorecendo a interacdo entre o PEG e o sal, resultando na maior quantidade de sal necessaria

a saturacdo da cadeia do polimero e na diminuicéo da regido bifasica.
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1.4.3 Temperatura

A influéncia da temperatura € um dos pardmetros mais estudos nesses trabalhos de
equilibrio liquido-liquido devido ao seu efeito na composicdo das fases em equilibrio.
Geralmente, para baixas temperaturas (menores que 20 °C) a curva binodal desloca-se em
direcdo as baixas concentracdes dos componentes que formam as fases, resultando no
aumento do comprimento das linhas de amarracdo. Os sistemas de fases proximos do ponto
critico podem ser mais influenciados pela mudanca de temperatura devido a sua instabilidade,
quando a curva binodal é deslocada, podendo assim o sistema passar facilmente para a regido

monofasica

O efeito da temperatura varia de acordo com o tipo de sistema, polimero e polimero ou
polimero e sal, e outros. Um bom exemplo é o sistema formado por PEG e dextrana, no qual
foi constatado que com o0 aumento da temperatura era necessaria uma concentracdo maior dos
polimeros para a separacdo das fases. Neste caso, para que a separacdo das fases seja
favorecida, deve-se trabalhar em temperaturas inferiores a ambiente. J& para PEG e sal, ocorre
justamente o contrario, pois em temperaturas maiores ou préximas a ambiente a separacdo das
fases do sistema é facilitada (TABOADA, 2005).

Em sistemas que contem PEG, podemos constatar que a atra¢do entre as moléculas de
PEG aumenta com o aumento da temperatura, enquanto a interacdo entre as moléculas de
PEG e as moléculas de agua diminui. Em outras palavras, as moléculas de PEG tornam-se
mais hidrofobicas com o aumento da temperatura, e consequentemente as moléculas de PEG
podem ser dissolvidas em quantidade de matéria igual a da dgua. Alguns trabalhos relatam
outro conceito muito usado nesses sistemas que é o coeficiente de particdo*’, como por
exemplo, Johansson, que descreve um aumento do coeficiente de particdo com a temperatura;
outros que ndo ha relacdo entre o coeficiente de particdo e a temperatura, relatado por
TJerneld, mais recentemente trabalhos com sais e liquidos iénicos relatam que a modificacdo

da temperatura, faz com que alguns sistemas invertam as suas fases (CASTRO , 2005).
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1.5 MONTAGEM DE DIAGRAMAS DE FASES DA MISTURA FORMADA ENTRE PEG
(4.000, 6.000 e 10.000) + NaHSO3 + H,0.

A aplicacdo dos SAB como técnica de separagdo e purificagdo de materiais diversos,
em especial os biomateriais € largamente dependente do estudo do comportamento de fases
desses sistemas, expresso como diagramas de fase. Estes sistemas podem ser compostos por
misturas aquosas de dois polimeros (polimero A + polimero B), tal como poli(etileno glicol)
(PEG) e dextrana, polimero e sal, tal como poli(etileno glicol) (PEG) e fosfato de potéassio, ou
mesmo dois sais com o advento dos chamados liquidos iénicos. Tanto os SAB formados pelas
misturas de polimero-polimero e polimero-sal em agua possuem vantagens em relacdo as
convencionais técnicas utilizando solventes orgéanicos devido ao elevado teor de agua nas
duas fases em equilibrio. Esta elevada proporg¢do de agua (fragdes massicas entre 80% e 90%)
nas fases do SAB proporciona um ambiente biocompativel aos materiais de origem bioldgica,
além de proporcionar menor impacto ao ambiente quando comparado com outros processos
de separagao/extracdo que empregam solventes organicos.

Os SAB mais citados na literatura sdo aqueles formados por polietilenoglicol, devido a
gama de caracteristicas que este polimero apresenta, como baixo custo e toxicidade,
biodegrabilidade, elevada solubilidade em &gua. Os polimeros do tipo PEG ainda sao
utilizados em processos biotecnoldgicos, na medicina e como solvente e catalizador em
sinteses organicas (COSTA, 2015).

Novos SAB obtidos com bissulfito de sodio podem agregar caracteristicas
interessantes com potencial aplicacdo em processos de separacdo/extracdo e/ou pré-
concentracdo na area de engenharia de alimentos. Neste trabalho, dados experimentais para
SAB compostos por PEG 4.000, 6.000 e 10.000 g mol™ + bissulfito de sédio + agua nas
temperaturas de 288,15; 298,15; 308,15 e 318,15K, foram levantados com o objetivo de

estudar a influencia da temperatura e da massa molar do PEG no equilibrio de fases.

O bissulfito de sddio € um sal muito usado na industria de alimentos como agente
conservante, que por sua vez ajuda prevenir a oxidacdo e preservar o sabor de alguns
alimentos. Em enlatados o bissulfito de sddio é usado para retardar o escurecimento causado
por oxidacdo e em alguns casos € usado como microbicida. Geralmente o bissulfito de sddio
favorece o desprendimento de dioxido de enxofre quando adicionado em agua ou produtos
contendo &gua. O dioxido de enxofre por sua vez matara leveduras, fungos e bactérias, sendo
assim este reagente é considerado como um aditivo conservante. Uma outra utilizagcdo do

bissulfito € como sequestrante de oxigénio no tratamento de gua para reduzir o potencial de
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corrosdo desta. Alguns processos fisicos de conservacdo de alimentos como desidratacao e
armazenamento a baixas temperaturas, possuem algumas limitagfes. Alguns alimentos nédo
podem passar por processos deste modo, pois podem alterar suas propriedades organolépticas,
como sabor e odor. Sendo assim, uma boa possibilidade consiste em retirar oxigénio do médio
e controlar a luminosidade, utilizando embalagens adequadas. No caso de conservantes, 0

bissulfito se torna uma boa alternativa, ja que apresenta essas caracteristicas.
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2 METODOLOGIA
Nesta secdo serdo descritas as metodologias usadas para realizacdo deste trabalho.
2.1 MATERIAIS

O polietilenoglicol com massa molar média de 4.000 g mol™, 6.000 g mol™ e 10.000 g
mol™ foram adquiridos da Aldrich (EUA). O reagente de grau analitico NaHSOj3 (bissulfito de
sodio) foi obtido da Synth (Brasil) e &gua Mili-Q 11 (Milipore, EUA) foi usada para preparar

todas as solucdes aquosas.
2.2 OBTENCAO DAS CURVAS BINODAIS

O método turbidimétrico de acordo com a metodologia descrita em literatura
especifica, foi utilizado para obtencédo das curvas bimodais.

Esse método do ponto de turvagdo para determinar as curvas é conhecido como “cloud
point”. Todo procedimento foi realizado em banho termostatizado (TC 184 Tecnal, Brasil),
sob temperatura controlada variando entre 288,15; 298,15; 308,15 e 318,15 K com precisdo
de + 0,1K.

2.3 MONTAGEM E ANALISES DOS SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

Utilizou-se 10,0000 g de diferentes sistemas aquosos bifasicos foram preparados a
partir da mistura de quantidades apropriadas de solucdes estoque de PEG e bissulfito de sodio
em agua numa balanca analitica (Shimadzu, Ag 220 com uma incerteza de + 0,0001 g) para
determinar as linhas de amarracdo. Logo em seguida com a mistura dos componentes, 0s
sistemas foram vigorosamente agitados e entdo deixados em repouso por 24 horas sob
temperatura controlada 288,15; 298,15; 308,15 ou 318,15K em um banho termostatico
(QUMIS-BR, com uma incerteza de 0,1K). Aliquotas das fases foram coletadas, evitando-se a

interface, e tiveram suas composic¢des analisadas.
2.4 CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES

Para determinar a concentracdo do sal usou-se aliquotas das fases para analise em
fotdmetro de chama de Na (Tecnal, TC 4M, USA) dos eletrélitos na faixa de 102 & 10° %
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m/m. Através de uma curva de calibragéo foi feito analises de solugdes de bissulfito de sodio
apresentaram a mesma sédio tanto em agua como em soluges diluidas de PEG (4.000, 6.000
e 10.000g mol™) 102 % m/m. O desvio padréo da porcentagem méssica do sal através deste
método foi de = 0,10. O polimero foi quantificado por medidas a 298,15K utilizando um
refratdmetro (Analytic Jena AG Abbe 09-2001, Alemanha). A aditividade dos indices de
refracdo dos componentes foi utilizada para determinar a concentracdo do polimero nas fases.

Para solugdes aquosas diluidas contendo um polimero e um sal, a relacdo entre o

indice de refracdo (np) e a fracdo massica de PEG (w,), e NaHSO3 (w,) é dada por

Nnp = ao + aiwq + a,wo (3)

Esta equacao foi utilizada para analisar as fases do sistema poli(etileno glicol) + NaCl
+ H,0 por Chegluget (CHEGLUGET et al,1994). Os valores estimados dos coeficientes a,,
a, € a, para o presente trabalho é mostrado na Tabela 1. O desvio padrdo das porcentagens
massicas obtidas foi na ordem de 0,05%. A concentracdo de agua foi obtida por diferenca das

fracBes méssicas do sal e do polimero. Todas as medidas analiticas foram feitas em triplicata.

Tabela 2 — Valores estimados dos coeficientes a,, a,e a, para os diferentes sistemas estudados.

Sistemas ao ai az
PEG 4.000 g mol™ + NaHSOs + H,0 1,331 1,478x10° 1,479x10°
PEG 6.000 g mol™ + NaHSO; + H,0 1,331 1,468x10° 1,469x10°
PEG 10.000 g mol™* + NaHSO; + H,O0 1,331 1,458x10°° 1,459x10°°

Fonte: Do autor.

Determinadas as concentracdes das fases, as linhas de amarracdo para os SAB
estudados foram obtidas assim como o comprimento da linha de amarracdo (CLA) e a
inclinacdo da linha de amarragdo (ILA). As equacdes utilizadas para determinacdo da CLA e

da ILA foram, respectivamente,

. 2 . 2
CLA = [(wy™" —=w;™)" + (w,"" —w, ) ]°% (4)
Wsup_Winf

onde w;"? e w.™ representam a concentragdo (em porcentagem massica) de PEG 4.000,

6.000 ou 10.000 g mol™ (4) e bissulfito de sédio (5) na fase superior respectivamente no
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equilibrio. Similarmente, wlmf e wsz representam a concentracdo dos componentes na fase

inferior.

2.5 MONITORAMENTO DO pH DAS FASES DURANTE O EQUILIBRIO

Para obtencdao dos valores de pH dos sistemas, foi utilizado PHmetro de bancada (Marca Bel -
Modelo W3b com precisdao de = 2mV) na temperatura de 298,15K. Para cada SAB (PEG
4.000, 6.000 e 10.000 g mol™ + NaHSO; + H,0) utilizou-se dois pontos globais (1 e 5) de
cada sistema, e analisou-se o pH de cada fase (inferior e superior). A verificacdo do pH foi

feita sistematicamente de 30 em 30 minutos até atingir o equilibrio.



3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo serdo abordados os resultados obtidos com a realizacdo deste trabalho.

3.1 EFEITO DA TEMPERATURA

28

As Tabelas 3 @ 8 mostram os dados experimentais referentes aos equilibrios liquido-

liquido e das curvas binodais, todos expressos em fragdo molar, para os SAB estudados. Os

subscritos 1, 2 e 3, nas tabelas representam o0s componentes, polimero, sal e agua

respectivamente.

Tabela 3 - Concentragéo dos componentes no ELL do SAB formado por PEG 4.000 g mol™ (w;) + NaHSO; (w,)
+ H,0 (ws) nas temperaturas 288,15K a 318,15 K em porcentagem maéssica.

LA CLA

27.87
31.87
35.29
39.56
43.86

a A~ W DN e

21.92
26.72
30.91
33.50
37.45

a A~ W N P

18.74
23.27
26.90
30.35
34.42

a A~ W N P

20.98
25.94
29.73
33.68
38.01

g A~ W N P

Wy

17.80
18.67
19.95
20.86
21.61

19.08
20.04
21.03
22.00
23.08

17.46
17.97
18.50
19.02
19.53

18.00
19.10
19.84
21.00
22.00

Pontos Globais

W;

20.07
20.66
22.01
23.07
23.56

14.95
15.98
17.02
17.99
18.99

15.04
16.04
16.97
17.98
19.01

14.00
14.94
16.18
17.00
17.96

W3

62.13
60.66
58.03
56.07
54.83

65.97
63.98
61.95
60.01
57.93

67.50
65.99
64.53
63.00
61.46

68.00
65.96
63.98
62.00
60.04

Fase Superior

Wy W,
288.15 K

36,52 10.83
38.25 10.58
40.04 10.29
41.46  10.09
44.00  10.00
298.15 K

3552  10.63
36.95 10.42
38.85 10.18
40.76  9.99
4327  9.69
308.15 K

30.23  10.86
3222 10,57
34.14 10.32
36.86 10.16
39.65 10.00
318.15 K

3012 10.03
3279 9.90
3452 9.67
36.00  9.40
38.00 9.17

W3

52.65
51.17
49.67
48.46
46.00

53.85
52.62
50.97
49.25
47.04

58.91
57.20
55.53
52.98
50.34

59.84
57.31
55.80
54.60
52.83

Wy

11.40
10.05
9.28
7.55
6.29

14.40
11.64
10.03
9.76
8.90

12.33
10.23
9.17
8.97
8.15

10.01
8.29
7.00
5.45
4.00

Fase Inferior

W3

22.90
25.42
27.58
30.47
32.40

16.50
18.99
21.34
22.67
24.57

16.43
18.18
20.31
22.13
23.88

16.00
18.42
20.93
23.57
26.17

W3

65.69
64.54
63.14
61.97
61.32

69.09
69.37
68.62
67.57
66.54

71.23
71.59
70.52
68.90
67.96

73.99
73.29
72.06
70.97
69.83

ILA

-2.08
-1.90
-1.78
-1.66
-1.68

-3.60
-2.96
-2.58
-2.44
-2.31

-3.21
-2.89
-2.50
-2.33
-2.27

-3.37
-2.87
-2.44
-2.16
-2.00

Fonte: Do autor.



29

Tabela 4 - Concentragdo dos componentes ao longo da curva binodal para 0 SAB formado por PEG 4.000 g mol™ (w;)
+ NaHSO; (w,) + H,O (ws) nas temperaturas 288,15 a 318,15 K em porcentagem massica.

288.15K 208.15K 308.15K 318.15K
W, W, Wy W, Wy W, Wy W,

4734 8.70 46,59 9.55 46.11 10.10 38.62 9.17
44.46 10.05 44.24 10.32 44.46 10.05 37.02 9.42
39.80 10.41 4017 9.93 39.98 10.17 35.73 9.39
38.57 10.36 38.74 10.13 38.74 10.13 33.25 9.58
34.74 10.75 37.41 10.31 37.41 1031 31.00 9.75
3354 10.90 36.18 10.48 36.32 10.27 30.18 9.72
37.10 11.05 35.02 10.64 34.19 10.39 28.27 10.07
35.88 11.38 34.06 10.59 32.30 10.50 26.59 10.37
3172 11.43 33.03 10.74 31.37 10.64 24.50 10.59
29.78 11.99 32.06 10.87 30.49 10.77 22,01 11.20
21.91 12,65 31.15 11.00 29.67 10.90 20.50 11.47
2530 13.05 30.28 1113 2752 11.08 19.13 11.84
2291 13.64 29.47 11.24 25,00 11.48 17.57 12.22
21.25 14.56 25,51 11.54 2243 11.89 2.26 27.40
3.5 38.01 23.27 12.00 20.39 12.10 3.01 26.06
383 36.43 20.21 12,56 18.57 12.60 3.69 24.84
5.22 34.36 18.69 13.08 0.92 39.54 430 23.73
576 32.88 3.13 38.26 133 37.83 487 22.71
6.59 31.35 3.43 36.65 2.10 36.04 5.39 21.78
.03 30.11 3.70 35.18 2.43 34.61 6.18 20.81
714 2011 432 33.63 3.46 32.93 6.60 20.03
.82 2791 4.89 3221 3.71 3173 7.00 19.30
8.18 26.92 5.41 30.90 3.93 30,62 7.37 18.63
8.17 25,89 5.58 29.85 4.47 29.44 7.71 17.99
9.57 24.83 6.04 28.72 4.97 28.34 9.29 16.57
10.07 23.95 6.47 27.68 5.13 27.45 1021 15.87
10.54 23.13 6.86 26.71 5.57 26.50 11.83 14.64
10.97 22.36 7.23 25.80 5.71 25.72 13.29 13.90
12.00 21.41 7.84 24.85 6.10 24.88 15.28 13.05
13.64 19.79 7.90 2417 6.22 24.19
1515 18.80 9.21 21.90 8.36 2168
16.99 17.74 10.29 20.03 10.29 18.35
18.78 16.75 11.41 18.79 12.75 16.54

12,68 17.24 14.56 14.83

14.35 15.75

15.76 14,51

Fonte: Do autor.
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Tabela 5 - Concentracdo dos componentes no ELL do SAB formado por PEG 6.000 g mol™ (w;) + NaHSO; (w>)

+ H,0 (ws) nas temperaturas 288,15 a 318,15 K em porcentagem massica.

LA CLA

26.82
31.04
35.98
40.82
43.87

a b~ W N -

33.22
34.46
37.15
40.70
44.90

aa A W N

22.07
25.21
29.39
33.11
35.37

a b~ W N -

27.15
30.37
33.57
38.79
5 43.74

A W N

Pontos Globais

Wy

15.41
17.77
19.60
20.74
22.52

12.34
13.02
13.02
13.54
13.82

12.03
13.11
14.23
15.23
16.02

15.44
16.23
17.89
18.44
21.24

W3

11.45
11.97
12.22
12.72
13.03

12.39
14.37
15.97
16.80
19.94

9.35
10.02
10.57
11.47
12.02

7.30
8.23
8.74
9.07
9.89

W3

73.14
70.26
68.18
66.54
64.45

75.27
72.61
71.01
69.66
66.24

78.62
76.87
75.20
73.30
71.96

77.26
75.54
73.37
72.49
68.87

Fase Superior

A W,
288.15 K
31.62 5.27
34.73 5.02
37.74 4,71
40.97 4,01
43.67 3.78
298.15 K
32.66 3.15
33.83 2.82
36.05 2.56
39.07 2.15
42.67 1.98
308.15K
25.17 4.99
27.19 3.98
30.72 3.63
33.65 3.33
35.24 3.13
318.15K
27.46 2.54
29.90 2.38
32.42 2.07
36.78 1.68
41.71 1.69

W3

63.11
60.25
57.55
55.02
52.55

64.19
63.35
61.39
58.78
55.35

69.84
68.83
65.65
63.02
61.63

69.99
67.72
65.51
61.54
56.61

Wy

6.45
5.90
4.36
3.43
3.36

2.73
2.65
242
212
2.02

4.74
4.15
3.72
3.06
2.72

2.45
1.97
1.88
1.45
1.22

Fase Inferior

W3

14.52
16.51
18.14
20.04
21.10

17.04
18.34
19.23
20.34
22.34

13.34
14.21
15.23
16.01
17.04

13.11
14.32
16.01
17.68
18.23

79.03
77.59
77.50
76.53
75.54

81.93
80.97
80.73
80.11
79.84

81.92
81.64
81.05
80.93
80.24

84.44
83.71
82.11
80.87
80.55

2.75
3.28
3.85
5.84
6.27

5.40
6.50
7.51
9.46
11.28

2.67
3.57
4.19
4.80
5.44

5.16
6.01
7.73
10.52
10.78

Fonte: Do autor.



Tabela 6 - Concentragdo dos componentes ao longo da curva binodal para o0 SAB formado por PEG 6.000

g mol™ (w;) + NaHSO; (w,) + H,0 (w;) nas temperaturas 288,15 & 318,15K em porcentagem massica.

288,15K 298,15K 308,15K 318,15K

100w; 100w,  100w; 100w,  100w; 100w, 100w; 100w,
64,25 1,58 66,05 1,62 64,73 1,36 68,02 0,72
51,02 231 53,04 1,74 55,39 1,62 61,68 0,79
47,87 2,75 50,15 1,92 50,12 1,89 56,45 0,83
4534 2,98 47,77 2,01 47,85 2,11 51,77 0,91
42,34 3,33 45,16 2,28 45,28 2,28 48,78 0,98
40,34 381 43,54 2,57 41,29 2,65 42,91 1,13
37,99 4,06 39,65 2,66 38,89 3,17 40,16 1,31
35,29 4,77 35,89 2,89 36,01 3,7 38,78 1,35
33,77 5,02 33,18 3,18 34,24 3,88 36,52 1,5
32,78 5,21 31,76 3,44 32,65 4,05 34,31 1,73
30,53 551 29,19 3,77 30,63 4,23 30,76 1,94
29,09 6,11 28,25 4,39 26,41 4,46 27,62 2,15
27,74 6,38 25,32 4,54 24,85 4,6 25,68 2,59
26,78 6,56 22,14 5,01 22,11 4,65 24,05 3,2
22,19 7,04 18,88 5,36 19,78 4,73 20,61 3,42
19,47 8,37 16,64 6,73 16,86 4,99 17,12 4,22
18,92 9,45 15,28 7,45 13,78 6,55 12,04 5,35
16,42 9,89 14,04 8,39 12,73 7,83 11,45 6,39
14,35 10,34 13,25 9,12 10,45 8,43 10,03 7,23
13,95 11,87 9,34 10,64 9,54 10,23 8,78 8,27
12,34 12,45 8,74 11,37 8,45 11,87 7,23 9,24
11,67 13,88 7,32 12,45 7,23 12,73 6,44 10,35
10,78 14,72 7,02 13,83 6,34 13,78 4,74 12,73
8,83 15,87 6,45 14,37 5,12 14,54 4,01 13,89
7,45 17,89 5,73 16,77 4,22 15,37 3,64 14,27
6,45 18,67 5,34 17,92 3,02 16,39 2,02 15,33
5,73 19,33 5,02 18,24 2,12 17,34 1,78 16,78
449 20,54 5,75 19,33 1,85 18,66 1,02 17,22
4,02 22,56 4,42 21,34 1,75 19,12 0,98 18,39
3,73 24,78 4,02 23,65 1,45 20,13 0,75 19,45

Fonte: Do Autor.

31



32

Tabela 7 - Concentracéo dos componentes no ELL do SAB formado por PEG 10.000 g mol™* (w;) + NaHSO3 (W) + H,0 (ws)

nas temperaturas 288,15 a 318,15K em porcentagem massica.

LA CLA

30.84
33.62
37.09
41.59
45.69

g b~ W N P

31.17
32.74
35.53
38.95
42.89

g A W N B

27.74
29.73
32.75
37.58
40.81

g B~ W N

26.88
29.48
32.42
37.16
5 42.35

A W N P

Pontos Globais

Wy

12.72
13.05
13.55
13.76
14.01

12.39
12.88
13.07
14.28
14.54

12.03
12.51
13.03
13.43
14.02

9.05
9.34
9.89
10.12
11.05

Wa

10.70
11.45
11.97
12.22
12.72

11.02
11.54
11.82
12.35
13.01

9.05
10.02
10.57
11.07
11.52

9.03

9.58

9.89
10.14
10.72

W3

76.58
75.50
74.48
74.02
73.27

76.59
75.58
75.11
73.37
72.45

78.92
77.47
76.40
75.50
74.46

81.92
81.08
80.22
79.74
78.23

Fase Supeior

Wy W,
288.15 K
33.27 3.89
35.65 3.75
38.43 355
4154 3.22
4522 3.05
298.15 K
32.66 2.73
33.83 2.65
36.05 242
39.07 212
42,67 2.02
308.15 K
29.56 2.65
3122 234
33.72 221
3858 2.01
4122 194
318.15 K
2746  2.33
2990 2.16
3242 2.01
36.78 1.65
4171  1.22

W3

62.84
60.60
58.02
55.24
51.73

64.61
63.52
61.53
58.81
55.31

67.79
66.44
64.07
59.41
56.84

70.21
67.94
65.57
61.57
57.07

W1

5.05
4.90
4.36
3.43
3.36

3.73
3.66
3.23
3.02
2.67

3.57
3.45
3.12
3.05
2.55

2.03
1.94
1.67
1.32
1.06

Fase Inferior

W,

16.34
17.34
18.22
19.87
21.35

14.33
15.37
16.04
16.87
17.49

12.35
12.95
13.89
14.33
14.97

11.24
11.73
12.34
12.78
13.56

Ws

78.61
77.76
77.42
76.70
75.29

81.93
80.97
80.73
80.11
79.84

84.08
83.60
82.99
82.62
82.48

86.73
86.33
85.99
85.90
85.38

K

4.20
4.62
5.13
6.16
7.00

5.25
5.80
6.62
7.95
8.65

4.66
5.53
6.28
7.12
7.71

4.82
5.43
6.13
7.74
11.11

Fonte: Do Autor.



Tabela 8 - Concentragcdo dos componentes ao longo da curva binodal para o0 SAB formado por PEG

10.000 g mol™ (w;) + NaHSO; (W,) + H,0 (w3) nas temperaturas 288,15 & 318,15 K em porcentagem massica.

288,15K 298,15K 308,15K 318,15K
100w; 100w,  100w; 100w,  100w; 100w,  100w; 100w,
67,03 1,48 68,04 1,37 68,78 1,12 68,02 0,89
57,87 1,85 61,34 1,45 62,73 1,22 61,68 0,94
51,34 2,03 55,34 1,67 55,27 1,34 56,45 1,05
48,26 2,45 51,97 2,05 48,33 1,57 51,77 1,12
46,23 2,98 48,54 2,12 46,02 1,78 48,78 1,21
44,37 3,02 45,12 2,29 42,84 2,03 42,91 1,34
41,27 3,44 41,33 2,54 41,42 2,12 40,16 1,42
38,56 3,78 38,23 2,89 38,03 2,34 38,78 1,57
35,34 4,21 35,02 3,01 36,02 2,23 36,52 1,69
33,36 4,88 32,11 3,11 34,18 2,57 34,31 1,79
31,24 5,04 30,12 3,27 32,34 2,72 30,76 1,89
28,37 5,99 29,01 3,52 29,33 2,98 27,62 1,98
25,33 6,22 27,03 3,88 26,15 3,12 25,68 2,14
23,49 7,32 25,23 4,11 24,89 3,25 24,05 2,32
20,22 8,04 22,14 4,49 22,03 3,87 20,61 2,57
18,34 8,95 21,89 4,67 19,22 4,05 17,12 2,98
17,33 9,02 18,23 5,87 14,28 5,12 12,04 3,57
15,34 10,22 17,02 6,02 12,39 6,27 11,45 4,05
13,83 10,92 15,23 7,32 11,03 7,71 10,03 4,67
12,67 11,02 11,9 8,34 10,79 8,24 8,78 5,67
10,87 12,23 10,24 9,15 9,39 9,21 7,23 6,98
9,02 13,01 9,03 10,77 8,25 10,02 6,44 7,34
7,34 14,05 8,23 11,05 7,74 10,42 4,74 8,67
6,45 15,23 7,78 12,45 6,2 11,24 4,01 9,78
5,84 16,77 7,01 13,22 5,37 12,57 3,64 10,27
5,01 17,78 6,22 14,78 4,67 12,89 2,02 11,35
4,34 18,34 4,23 15,22 4,03 13,45 1,78 12,89
4,07 19,03 3,78 16,28 3,55 14,78 1,02 13,55
3,89 20,93 3,11 17,21 3,01 16,34 0,98 14,29
3,45 22,34 2,95 19,25 2,76 18,93 0,75 16,37

Fonte: Do Autor.
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(c) PEG 10.000 + bissulfito de sodio + agua.
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A Figura 2 apresenta comparac@es entre as curvas binodais obtidas experimentais nas
diversas temperaturas estudas para os sistemas (a) PEG 4.000 g mol™ e (b) PEG 6.000 g mol™

Figura 2 - Comparacdo entre as curvas binodais experimentais
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Nota: (a) PEG 4000 g mol™ + NaHSO; + H,0 nas temperaturas de (m) 288,15K; (o) 298,15K; (e)
308,15 ¢ (o) 318,15K, (b) PEG 6000 g mol™ + NaHSO; + H,0O nas temperaturas de de (m)
288,15K; (0) 298,15K; (®) 308,15 ¢ (o) 318,15K. (a) PEG 10000 g mol™ + Na,HSO; + H,0 nas
temperaturas de (m) 288,15K; (0) 298,15K; (e) 308,15 ¢ (0) 318,15K.

A Figura 2 (a), (b) e (c) mostram o comportamento dos sistemas com PEG 4.000 g
mol™ + bissulfito de sédio + agua e PEG 6.000 g mol™ + bissulfito de sédio + 4gua e PEG

10.000 g mol™ + bissulfito de sédio respectivamente. Pode-se observar na figura uma redugo
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da area bifasica com o decréscimo da temperatura indicando que o processo de separagdo de
fases é endotérmico em ambos os casos. Este comportamento estd de acordo com os
resultados relatados para outros sistemas aquosos bifasicos formados por outros sais relatados
na literatura (sulfito de sodio, tartarato de sddio, citrato de sodio). O efeito da temperatura
sobre os sistemas aquosos bifasicos é amplamente estudado; fatores importantes como: massa
molar, tipo de anion conjugado com a temperatura modifica a regido bifasica.

E possivel determinar em trabalhos com outros sais como (sulfatos, citratos, tartaratos)
e polimeros com mesa massa molar uma singularidade que se refere a um aumento da regido
bifasica com o aumento da temperatura. De maneira direta, verifica-se também que em baixas
temperaturas, em sua maioria abaixo de 15°C, é dificil haver formacdo de SAB, e em alguns
casos nao ha formacdo de SAB. Uma explicacdo relevante para esse fendbmeno observado € a
diminuicdo da hidrofobicidade das moléculas, pois a reducdo da temperatura ird causar um
aumento de atracdo entre 0 PEG e as moléculas de dgua resultando em uma mistura com
dificuldade em segregar fases.

Atualmente, ja estd descrita uma série de anions para inducdo de separacdo de fases
nos SAB, na qual é conhecida como “série de Hofmeister”, sendo que os anions
kosmotropicos sdo os melhores segregadores de fases numa determinada temperatura. No
caso do bissulfito, este anion se assemelha muito com o sulfito. Na figura 4 é possivel
confirmar esta série através das binodais comparativas entre diferentes anions de misturas
compostas por PEG 4.000 na temperatura de 298,15K. Nota-se claramente que a area biféasica
para os sistemas formados por ions sulfatos é bem maior que a dos outros dois anions. Este
resultado é compativel esta série para anions, onde o anion sulfato é conhecido por seu maior
efeito kosmotropico, sendo, portanto, um melhor indutor da segregacdo de fases em SAB
(ALVES, 2004).
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Figura-3: Comparacdo entre as curvas binodais experimentais na temperatura de 298,15K
contendo PEG 4.000 g mol™ com sais de sédio com diferentes anions + H,0

('F) NaySO; (o) Na,SOs; () NaHSOjs (presente trabalho); ¢ (m) NaNOs.
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Fonte : Adaptado de ( LEMOS, 2011; YAGUCI, 2012; ZAFARANI-MOATTAR, 2010)

Pelas analises do comportamento do parametro inclinacdo da linha de amarracédo
(ILA) pode ser avaliado o efeito da temperatura no equilibrio de fases. Este parametro é
definido como a relagdo entre a variacdo das concentracdes de polimero e sal em cada uma
das fases do sistema e desta forma pode avaliar a quantidade de sal necessaria para a

segregacdo de fases.



Figura 4- Linhas de amarracdo experimentais para 0s sistemas.
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Nota: (a) PEG 4000 g mol™+ NaHSO; + H,0
(b) PEG 6000 g mol™ + NaHSO; + H,0

(c) PEG 10000 g mol™ + NaHSO; + H,0 nas temperaturas (o) 318,15 K e () 288,15 K.
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Pela Tabela 9 é possivel determinar que os valores da ILA para o SAB formados por

PEG 4.000 g mol™ + bissulfito de sddio + 4gua nas diferentes temperaturas. De acordo com 0s

resultados observa-se que uma elevacao da temperatura promove um aumento da ILA (Figura
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2 a). Isto pode ser explicado pelo aumento de hidrofobicidade das moléculas de PEG com a
elevacdo da temperatura promovendo maior interacdo entre as macromoléculas. Em outras
palavras, 0 aumento da temperatura ird causar uma reducdo de atracdo entre o PEG e as
moléculas de agua, o que resulta em um aumento da concentracdo deste polimero na fase
superior e uma diminuicdo da concentracdo de sal na fase inferior, implicando no aumento da
ILA. Um aumento da CLA também foi observado em cada temperatura estudada com o
aumento da composigdo local. Resultados similares a estes séo relatados na literatura e sdo
esperados devido ao aumento da diferenca entre as propriedades fisico quimicas das fases
com o0 aumento da concentragdo dos componentes.

A Tabela 9 apresenta os valores ILA para o sistema PEG 4.000 g mol™+ sulfito de
sodio + &gua (Figura 2b), e o comportamento é semelhante ao relatado para o sistema
formado pro PEG 6000 g mol™ e 10000 g mol™

Tabela 9 - Valores da ILA obtidos experimentalmente para o SAB formado por
PEG 4.000 g mol™+ NaHSO; + H,0.

LA T (K)
288,15 298,15 308,15 318,15
1 -2.08 -3.60 -3.21 -3.37
2 -1.90 -2.96 -2.89 -2.87
3 -1.78 -2.58 -2.50 -2.44
4 -1.66 -2.44 -2.33 -2.16
5 -1.68 -2.31 2.27 -2.00

Fonte: Do Autor.

Tabela 10 - Valores da ILA obtidos experimentalmente para o SAB formado por
PEG 10.000 g mol™*+ NaHSO; + H,0.

LA T (K)
288,15 298,15 308,15 318,15
1 2.72 -2.15 -2.45 -2.37
2 251 -2.01 -2.25 -2.34
3 -2.49 -2.02 -2.33 221
4 -2.34 -2.03 -2.41 221
5 -2.33 -2.00 -2.34 -2.45

Fonte: Do Autor.
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Tabela 11 - Valores da ILA obtidos experimentalmente para 0 SAB formado por
PEG 10.000 g mol™*+ NaHSO; + H,0.

LA T (K)
288,15 298,15 308,15 318,15
1 227 -2.49 -2.68 -2.92
2 -2.26 -2.37 -2.62 -2.99
3 -2.32 -2.41 -2.62 -2.99
4 -2.29 -2.44 -2.89 -3.19
5 -2.29 -2.59 -2.97 -3.42

Fonte: Do Autor.

3.2 EFEITO DA MASSA MOLAR DO PEG

As curvas binodais para os SAB formados por bissulfito de sédio e PEG com

diferentes massas molares sdo mostrado na Figura 5.

Figura 5 — Diagramas de fases para os SAB formados por: (m) PEG 4.000,
(0)PEG 6.000 ¢ (e) PEG 10.000 g mol™ a 298,15 K.
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Pode-se observar nesta figura que a curva binodal para os SAB formados por PEG de
maior massa molar + bissulfito de sodio + agua a 298,15K esta mais proximo da origem. Este
comportamento ja foi relatado na literatura para outros SAB formados por PEG .

A diferenca entre as binodais do PEG 6.000 e PEG 10.000 séo poucas, mas ja no PEG
4.000 ela se torna um pouco mais nitida, um fator importante que deve ser levado em
consideracdo é seu carater hidrofobico, esse carater estd sendo aumentado quando aumenta a
massa molar do polimero, isso causa uma maior incompatibilidade entre seus componentes,
sendo assim, € necessario uma menor concentracdo de PEG para segregacdo de fases. Quando
eleva-se a massa molar de um polimero, aumenta seu carater hidrofobico.

Nesse trabalho pode ser observado, por meio comparativo, que para sistemas com
sulfito de sédio a segregacdo com PEG entre massa com intervalo de 2.000g.mol™ é melhor
enquanto que para o bissulfito as segregacdes acima de um intervalo massa molar 2.000 g/mol
se torna melhor, como por exemplo PEG 4.000 e PEG 10.000 (ALVARENGA, 2014).

Outro fator importante que foi observado é o aumento da inclinacdo das linhas de
amarracdo, mostrando entdo que a quantidade de sal necesséria para separar as fases também
é reduzida quando PEG possui massas molares maiores.

3.3 MONITORAMENTO DO pH DAS FASES

Foi verificado o pH de 30 em 30 minutos, até atingir um valor constante em
aproximadamente 6h, como mostra a tabela 11. Verificou-se o pH das fases apds 30h, 54h e

78h, sendo que nas Gltimas analises constatou-se um equilibrio em seu valor.
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Tabela 12- Analises do pH dos SAB formados por PEG 4.000, 6.000 e 10000 g mol? + NaHSO; + H,O na
temperatura de 298,15K ao longo de 72 horas. (FS: fase superior, FI: fase inferior).

Tempo e pH (PEG 4.000) pH (PEG 6.000) pH (PEG 10.000)
(h) 12 CLA 5 CLA 1'CLA 5 CLA 1'CLA 5 CLA
S 4.75 4.64 4.87 4.79 4.85 4.89
05 | 4.25 4.12 4.34 4.25 4.55 4.68
S 4.82 4.79 4.88 4.87 4.88 4.95
L0 | 4.10 4.02 4.15 417 4.34 4.64
S 4.86 4.84 4.90 4.98 4.97 4.98
b | 4.03 3.89 4.10 4.15 4.17 4.44
S 4.86 4.88 4.90 4.90 4.96 5.02
20 | 4.00 3.89 4.06 4.05 4.12 4.15
S 5.00 4.90 4.90 4.80 4.96 5.03
25 | 4.00 3.89 4.06 4.03 411 4.14
s 4.90 4.90 4.95 4.80 4.98 5.03
50 | 4.00 3.89 4.04 4.00 4.08 413
S 4.98 4.90 4.95 4.85 4.99 5.03
*0 | 3.98 3.89 4.02 3.97 4.05 4.10
S 4.98 4.90 4.95 4.85 4.99 5.03
>0 | 3.98 3.89 4.01 3.97 4.05 4.07
s 4.98 4.90 4.95 4.95 4.99 5.04
>0 | 3.98 3.89 3.99 3.97 4.03 4.06
S 4.98 4.89 4.95 4.70 4.99 5.04
% | 3.01 3.89 3.99 3.95 4.03 4.06
s 4.99 4.98 4.95 4.96 5.01 5.04
> | 3.90 3.89 3.98 3.95 4.03 4.06
S 4.99 4.98 4.95 4.96 5.01 5.04
" | 3.90 3.89 3.98 3.95 4.03 4.06

Fonte: Do Autor.

Uma preocupacdo nas manipulacGes de reagentes que contém SOz é a sua decomposicao.
Esse efeito se dé pela oxidagdo do radical sulfito SO3 para sulfato SO4.*** Sendo assim, é
relevante levantar dados de pH em um controle cinético para verificar se ndo ha modificacéo
na matéria prima no qual se constitui esse tipo de sistema. Estudos demostram® que ha uma
faixa de pH para o (bissulfito) HSO3, nos quais esses valores variam na temperatura ambiente,
entre 2 e 5, dependendo de suas concentragoes.

A figura 6, mostra relacdo dessas substancias em funcao na decomposicdo em agua do radical

SO, e sua alteragéo de pH.
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Figura - 6 : Distribuicdo das espécies de sulfito em funcdo de seu pH. Abaixo de pH 1 o diéxido de
enxofre (SO,)domina, entre pH 1,5 e pH 6 de bissulfito (HSO,).
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Fonte: Adaptado de (MULLER, 2013)

As medicdes de pH nas fases superior e inferior para a primeira e quinta linhas de amarragédo
dos SAB estudados, a cada temperatura, foram conduzidos a fim de verificar a estabilidade da
espécie HSO';3 durante 78 horas. Os valores de pH ficaram entre 4,70-5,04 para as fases
superiores 3,89-4,68 para as fases inferiores. E conhecido o fato de que as espécies de sulfito
podem existir em diferentes formas, em solucdo aquosa em funcdo do pH. Os resultados
obtidos estdo dentro da gama de pH de 1,5-6,0 a qual esta tipicamente relacionada com a
prevaléncia de isdmeros bissulfito ( HSO; e SO;H~) (MULLER, 2013). Num trabalho
recente publicado pelo nosso grupo que envolve a fase de equilibrio de SAB formado por
PEG + Na,SO; + agua , foi observada para todas as fases analisadas, que ha valores de pH
alcalino tipico para a predominancia esperada do sulfito de espécies( SO3~)no meio. Estes
estudos podem ser vistos como complementares, uma vez que torna possivel para um
interesse especifico em purificacdo / extracdo de uma substancia qualquer, optar por usar SAB
contendo alcalina ou fases &cidas (HSO3), uma vez que a capacidade desses anions para
formar SAB é muito semelhante. Na analise da composi¢cdo das fases superior e inferior
realizados apos as medicOes de pH, verificou-se que, logo que as primeiras 3 horas de
equilibrio as composicdes ja foram alcancados no ambito do intervalo de erro considerado
(<2%), mas ainda apresentava alguma turbidez fases . De qualquer forma, para os estudos de
equilibrio dos varios SAB citadas neste trabalho, foram decididas de esperar um tempo mais
longo do que cerca de 2 horas (24 a 72 horas) para se obter fases limpidas e para garantir a

condicéo de equilibrio termodinamico.
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Tabela 13 - Valores das composicGes de das fases superiores (S) e inferiors (1) dos SAB formados por PEG
4.000, 6.000 e 10.000g mol™ + NaHSO; + 4gua em T = 298,15K até 78 h. Composicdes de misturas
monitoradas da 12 e 52 linha de amarracéo.

PEG 4.000 PEG 6.000 PEG 10.000

1L.A SL.A. 1L.A. SL.A. 1L.A. SL.A.
% (Wwiw) PEG SAL PEG SAL PEG SAL PEG SAL PEG SALT PEG SAL

T.P. 3179 295 3744 244 3378 3.78 4323 3.28 3423 295 4298 3.08
0.5h B.P 503 1055 312 1588 198 16.03 198 2122 293 1055 2.05 16.03
T.P. 3169 293 37.08 223 3355 3.67 43.02 3.17 3401 293 4297 287
1h  B.P 513 10.75 3.23 1592 205 16.34 198 2182 3.01 10.75 245 16.34
T.P. 3122 285 36.99 21 3352 355 4278 298 33.65 285 429 267
15h B.P 522 1085 335 1595 223 16.22 234 2197 3.05 1085 247 16.22
TP. 312 283 3754 205 3357 343 4255 295 33.64 2.83 4287 255
2h  B.P 532 1099 354 1598 239 16.32 234 2197 312 1099 248 16.12
TP. 312 275 3754 201 336 322 4254 295 3323 275 4256 2.43
25h B.P 549 11.08 354 16.03 244 16.34 234 2212 348 1108 256 16.34
TP. 312 268 3754 198 33.61 3.17 4254 29 3323 268 4234 243
3h BP 56 1124 355 16.12 254 16.45 235 2214 3556 11.24 2.66 16.45
T.P. 312 265 3754 192 3262 317 4254 29 33.05 265 4234 243
4h BP 56 11.78 354 1625 254 16.99 235 2214 3.78 11.78 275 16.99
TP. 312 266 3754 185 3262 3.18 4254 29 33.05 266 4234 243
5 BP 56 1194 354 16.25 254 17.09 235 2214 378 1194 275 17.09
T.P. 3118 265 3754 181 326 3.18 4254 29 33.06 265 4234 243
6h B.P 56 1194 353 16.25 254 17.09 235 2214 379 1194 275 17.09
T.P. 3118 265 3754 181 3266 3.13 4254 29 33.05 265 4234 243
30h B.P 56 1192 353 16.25 254 1709 235 2214 378 1192 275 17.09
T.P. 3118 265 3754 181 3266 3.13 4254 29 33.05 265 4234 243
54h B.P 566 1192 353 16.25 254 1709 235 2214 378 1192 275 17.09
T.P. 3115 266 3752 181 32.66 3.12 4254 290 33.05 266 423 243
78h  B.P 566 11.92 353 16.24 254 17.05 235 2214 378 1192 275 17.05

Fonte: Do Autor.
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3.4 AJUSTES DAS LINHAS DE AMARRACAO

Os dados experimentais de quase equilibrio apresentados nas tabelas 2 a 4 foram ajustados
teoricamente atraves das equacbes empiricas de Othmer-Tobias (6) e de Brancroft (7) de

forma a avaliar a consisténcia dos dados experimentais obtidos

In(34) = Ink, +nln (232) ©)

b
1 ws

In (:—f;) = Ink, +rln (va_é) , 0
onde ki, n, ko e r sdo parametros de ajuste. Esta consisténcia refere-se a presenca de erros
aleatdrios significativos no preparo ATPS e/ou analise da composicdo das fases. Esse tipo de
procedimento tem sido frequentemente utilizado em outros trabalhos envolvendo ATPS .

De forma geral, a linearidade (R®> préximo de 1) das correlagdes propostas, por

1-wk 1-w}
exemplo entre ln( Vtvl) e ln( 22
Wi w2

) para equacdo (6), indica o grau de consisténcia dos

dados experimentais, ou seja se existe a presenca de erros aleatorios significativos. Contudo
para erros sistematicos, como por exemplo de calibracdo da balanca, os coeficientes de
correlagdo linear (R?) sdo pouco sensiveis nas fases (BIEHOU,2005), de forma que é
importante conferir a devida calibragdo dos instrumentos de medidas usados no estudo de
equilibrio de fases.

A tabela 13 sdo apresentados os parametros ajustados (k1, n, k2, r) das equaces (6) e
(6) para trés sistemas aquosos bifasicos em quatro diferentes temperaturas. O coeficiente de
correlagdo (R?) para cada ajuste também é apresentando na tabela 13. Os valores obtidos para
R? foram superiores a 0,90 em todos 0s ajustes e sdo consideradas suficientes para afirmar que
os dados sdo consistentes experimentalmente (RENON, 1968). Com base nestes modelos
ajustados é teoricamente possivel prever novas linhas de ligacdo para as regiées do diagrama

que ndo foi estudada experimentalmente.



Tabela 14. Parametros de ajustes de Othmer-Tobias e Bancroft para os SAB formados por PEG
(4.000, 6.000 e 10.000) g mol™* +NaHSO; + 4gua nas temperaturas de 288,15 a 318,15K.

Othmer-Tobias Bancroft
T N ky R r ko R
PEG 4.000 g mol™ + NaHSO; + agua
288.15 0.6209 0.8239 0.9784 1.3317 1.7275 0.9695
298.15 0.6417 0.6588 0.9500 1.2752 2.3671 0.9627
308.15 0.8722 0.5671 0.9826 0.9990 2.1976 0.9855
318.15 0.5457 0.9258 0.9909 1.5896 1.5854 0.9891
PEG 6.000 g mol™ + NaHSO; + 4gua
288.15 1.1221 0.3007 0.9920 0.8273 3.0257 0.9924
298.15 1.3441 0.2533 0.9758 0.7282 2.8004 0.9723
308.15 1.7670 0.1093 0.9849 0.5294 3.3557 0.9818
318.15 1.4730 0.1685 0.9261 0.6151 3.4939 0.9203
PEG 10.000 g mol™ + NaHSO; + 4gua
288.15 15151 0.1682 0.9959 0.6184 3.2502 0.9961
298.15 1.7977 0.0871 0.9247 0.4933 3.9408 0.9150
308.15 2.3409 0.0251 0.9391 0.3845 4.8387 0.9344
318.15 3.0058 0.0054 0.9829 0.3147 5.6857 0.9811

Fonte: Do Autor
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3.5 AJUSTE DAS BINODAIS

Os dados experimentais das curvas binodais para os ATPS formados por PEG 4.000, 6.000 e
10.000 g mol™ + bissulfito de sédio + agua foram ajustados pela equacio empirica (8)
proposta por Merchuk (MERCHUCK, 1998):

w; = aexp(bwi® — cw)) (8)

onde a, b e ¢ sdo pardmetros de ajuste, w; e w, séo as fracbes massicas de polimero e sal,

respectivamente . Os parametros para estas equac@es foram determinados pelo método de

otimizacdo de Nelder-Nead (método simplex) *', utilizando a funcéo objetivo “E ” dada por :

exp

lw -w; |

_1lyn i
F =iy, M ©)
onde w;? representa as fragdes massicas do componente 1 para linha de amarragdo i obtidas

experimentalmente. Para comparacdo da qualidade dos ajustes encontrados pela equacao (9)

como outros trabalhos da literatura usamos como referéncia um erro médio definido por

(wy™?—w,)?

e= 20 (10)

Os parametros do ajuste (a, b e c) e o erro sdo apresentados na tabela 14. Todos 0s
ajustes apresentam valores de erro menores que 0,05 (e < 0,05). Esses valores estdo de acordo
com outros ajustes para sistemas formados com PEG + MgSO, + &gua, PEG +fosfatos +agua,
etc. A figura 7 mostra a curva binodal experimental e ajustada para o sistema contendo PEG
4.000 + NaHSO3; + 4gua em T=(298.15)K, para todos os casos o valor de e ¢ inferior 0.05 e

abaixo do valor de e encontrado nas referéncias (OTTO, 2007) .



Tabelal5-Ajuste dos parametros das curvas binodais obtidas pela equacéo (8):

TIK a b c sd”
PEG 4.000 g mol™ + NaHSOs + 4gua
288.15 6.8064 -8.9646 9.8091 0.0134
298.15 35.276 -14.336 43.397 0.0216
308.15 68.180 -16.448 45.827 0.0257
318.15 57.840 -16.889 75.617 0.0092
PEG 6.000 g mol™ + NaHSOs + 4gua
288.15 1.4605 -6.6724 -36.872 0.0099
298.15 2.0490 -9.9131 86.817 0.0198
308.15 1.8869 -9.3455 -58.118 0.0247
318.15 1.5803 -11.378 98.0723 0.0252
PEG 10.000 g mol™ + NaHSOj3 + agua
288.15 1.4767 -6.8819 -90.809 0.0124
298.15 2.3231 -10.852 106.20 0.0146
308.15 2.3231 -12.043 181.40 0.0166
318.15 3.1761 -16.915 423.77 0.0154

Fonte: Do Autor.

Figura 7. Curva binodal experimental e ajustada do PEG
4.000 g mol™+ NaHSO4+ 4gua a 298,15 K (o) resultados
experimentais e (m) valores previstos com a equacao de Merchuk.
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4., CONCLUSAO

O comportamento de fases para novos sistemas aquosos formados por PEG 4.000, 6.000 ou
10.000 g mol™ + bissulfito de sodio + 4gua nas temperaturas de 288,15; 298,15; 308,15; e
318,15K foi estudado neste trabalho. Os efeitos da alteracdo da massa molar do polimero e da
temperatura no equilibrio destes sistemas foram avaliados, além disso a cinética do bissulfito
de sodio através do monitoramento do pH das fases. Sendo assim observou-se que a elevagéo
da temperatura, nesses SAB estudados, provocou um aumento na inclinacdo da linha de
amarracdo (ILA), fato atribuido ao aumento da hidrofobicidade dos polimeros com a elevacao
da temperatura. Efeito semelhante também foi observado ao se elevar a massa molar do
polimero em ambos 0 que ocasionou 0 aumento do carater hidrofébico das moléculas de
polimero. Nos SAB formados por PEG 10.000 g mol™ uma maior incompatibilidade entre os
componentes do sistema foi verificada experimentalmente, o que resultou em segregacdo das
fases pela adicdo de menores concentracfes do sal. Por fim, o equilibrio nos valores de pH
das fases, demonstra que ndo ha decomposic¢do do Bissulfito em Sulfato, pois os valores de
pH encontrados estdo dentro da faixa de pH para o bissulfito descrito na literatura. Sendo
assim, foi desenvolvido um novo SAB com bissulfito de sddio que podera ser precursor de
trabalhos futuros, ja que ndo ha na literatura especifica SAB contento bissulfito de sédio com

esses PEG estudados.
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