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RESUMO

O presente trabalho apresenta uma revisdo bibliogréfica sobre sistemas aquosos
bifasicos (SAB’S), reune dados da literatura das diferentes aplica¢des e utilizagdes da
operacdo por extracdo liquido-liquido. Foram descritos os efeitos reportados para 0s
parametros fisico-quimicos como temperatura, pH, influéncia do tipo de sal e da massa
molar, sobre os dados de equilibrio de SAB’s. Em geral o aumento da temperatura
aumenta a regido bifasica, o que torna necessario menores quantidades dos constituintes
formadores de fase para formar SAB’s. Foi constatado em diversos trabalhos que o
aumento da inclinacdo das linhas de amarragdo com o aumento da carga do anion.
Observou-se que, quanto maior a massa molar dos polimeros, menor a concentracdo
requerida para a separacdo de fases. Sobre o pH, a maioria dos estudos concluiram que
ndo houve efeito dessa variavel sobre a curva binodal, nem influéncia do pH nas
composicdes das linhas de amarracdo quando se trata de dados de equilibrio
termodindmico. Ja em relacdo a particdo de biomoléculas, em se tratando de proteinas, o
pH pode afetar a particdo dessa biomolécula. Sobre a utilizacdo de liquidos i6nicos, foi
observado que é uma alternativa para purificacdo de biomoléculas de valor agregado.
Como inovacdo, destaca-se a utilizacdo de copolimeros tribloco em sistemas que
necessitam de extratantes que ndo sdo hidrossollveis e para extracdo de solutos
hidrofobicos e apresentou resultados favoraveis para extracdo. Foi apresentado a
utilizacdo de liquidos idnicos como constituintes de SAB e também como adjuvante em
ensaios de particdo de biomoléculas. A aplicacdo de SAB em purificacdo de acidos
organicos foi apresentada. Portanto, esse trabalho contribuiu na compilagdo de
resultados de dados de equilibrio liquido — liquido apresentados na literatura e
demonstrou o potencial da extracdo liquido- liquido por SAB’s para a extracao dos mais
diversos compostos.



ABSTRACT

This paper presents a bibliographic review on aqueous two-phase systems (ATP’s),
gathers literature data on the different applications and uses of liquid-liquid extraction
operation. The reported effects for physicochemical parameters such as temperature,
pH, influence of salt type and molar mass on ATP's equilibrium data were described.
Increasing the temperature generally increases the biphasic region, which necessitates
smaller amounts of phase-forming constituents to form ATP's. It has been found in
several works that the increase of the mooring lines inclination with the increase of the
anion charge. It was observed that the higher the molar mass of polymers, the lower the
concentration required for phase separation. On pH, most studies concluded that there
was no effect of this variable on the binodal curve, nor influence of pH on the mooring
line compositions. However, it is noteworthy that when it comes to proteins, pH can
affect the partition of this biomolecule. Regarding the use of ionic liquids, it was
observed that they are alternatives for purification of value added biomolecules. As an
innovation, we highlight the use of triblock copolymers in systems that require non-
water soluble extractants and for extraction of hydrophobic solutes and showed
favorable results for extraction. The use of ionic liquids as constituents of ATP and also
as an adjuvant in biomolecule partition assays has been presented. The application of
SAB in purification of organic acids was presented. Therefore, this work contributed to
the compilation of liquid-liquid equilibrium results presented in the literature and
demonstrated the potential of liquid-liquid extraction by ATP’s for the extraction of the
most diverse compounds.
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1 INTRODUCAO

Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) sdo formados pela mistura de componentes
quimicos, como polimeros, sais, carboidratos e 4gua, numa certa faixa de concentracao,
temperatura, que se dividem em duas fases aquosas imisciveis, em equilibrio
termodinamico. (ALBERTSSON, 1963)

Os primeiros relatos de estudos envolvendo esse tipo de sistema datam do ano de
1896, quando Beijerinck (1896) descobriu que, ao se misturar solu¢es aquosas de
gelatina e &gar (ou gelatina e amido soluvel), sob dada faixa de temperatura e
concentracdo, formavam-se misturas turvas as quais, quando deixadas em repouso,
separavam-se em duas fases limpidas, uma delas (a mais densa) enriquecida em agar (ou
amido) e a outra enriquecida em gelatina, sendo a 4gua 0 componente majoritario em
ambas as fases. Os trabalhos de Tiselius, Porath e Albertsson (1963) evidenciaram a
grande aplicabilidade destes sistemas na particdo e purificacdo de materiais bioldgicos.

As fases sdo regibes que possuem propriedades termodinamicas intensivas
diferentes, como densidade, indice de refracdo, pressdo, temperatura e composicao.
Contudo, como as duas fases dos SAB estdo em equilibrio, nenhuma propriedade
termodinamica esta variando em uma dimensdo temporal, ou ainda, ndo ha troca
resultante de matéria entre as fases. (CARVALHO,2004)

Em relacdo as técnicas tradicionais de extracdo liquido-liquido, os sistemas aquosos
bifasicos sdo vantajosos e, por isso, tém sido aplicados com sucesso na separagao e
purificacdo de macromoléculas e particulas celulares. Apresentam alto rendimento e
baixo custo. Adicionalmente, o alto conteldo de agua de ambas as fases (80-90 %)
implica em alta biocompatibilidade e baixa tensdo interfacial, minimizando a
degradacdo das biomoléculas (JOHANSSON, 1998; SALABAT, 2001; GUNDUZ,
2004)

Entretanto, um dos mais importantes desafios é a predicdo do comportamento de
misturas que apresentam a formacdo de fases distintas. Muitos estudos estdo sendo
realizados para compreender 0s processos termodindmicos que governam a particdo de
solutos em SABs. Assim, para reunir os Gltimos estudos e avancos tecnologicos sobre a

aplicacdo dos SAB’s, foi realizado esse trabalho de revisdo bibliografica
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre o0s
principais sistemas aquosos bifasicos, seus dados de equilibrio liquido -liquido e usas

principais aplicagdes na extracdo de diversos compostos.

2.20Dbjetivos Especificos

Os objetivos especificos do estudo foram:

v" Discutir a influéncia de fatores fisico-quimicos na formacdo dos sistemas
aquosos biféasicos;

v Apresentar aplicacdes de sistemas aquosos bifasicos;

v Apresentar resultados de dados de equilibrio liquido- liquido disponiveis na
literatura;

v" Discorrer sobre as principais inovacdes quanto aos novos sistemas bifasicos.
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3 METODOLOGIA

Foi realizado um estudo através de uma pesquisa bibliogréafica, considerando a
relevancia do tema, buscando aprofundar nos conhecimentos sobre principios teoricos e
aplicacBes de Sistemas Aquosos Bifésicos. A revisdo bibliografica foi realizada através
de consulta em fontes como artigos, periodicos cientificos, livros, teses, dissertacdes e
resumos publicados em congresso sobre o tema, explorando as diferentes aplicacbes
para SAB’s, fatores que influenciam na sua formac&o e principais inovacdes na area.

O trabalho foi conduzido de acordo com as seguintes etapas:

1. Definicdo da necessidade da pesquisa
Devido a relevéancia do tema, muitos estudos foram desenvolvidos nos altimos 20 anos.
Porém, foi verificado a necessidade de se atualizar as informacdes sobre esse tipo de
processo para direcionamento de futuras pesquisas.

2. Pesquisa bibliografica
As buscas foram realizadas utilizando o portal de periddicos da CAPES, possibilitando
acesso a livros, artigos e periddicos. Foi utilizado na grande maioria das buscas o
Google Académico por ser uma ferramenta simples de pesquisa que permite acessar
trabalhos académicos, revistas cientificas, jornais de universidades e artigos variados de
forma gratuita. Utilizou-se também o repositério institucional de universidades que
disponibilizam monografias, teses e dissertagdes defendidas nas diferentes institui¢des e
0 banco de dados do Scopus.

3. Selecdo das informacdes
A coleta de dados seguiu as seguintes etapas:

a) Leitura exploratéria de todo material pesquisado, buscando identificar os assuntos de
interesse da revisdo.
b) Leitura seletiva realizada através da leitura aprofundada dos estudos com objetivo de
selecionar as considera¢fes mais relevantes de cada autor nos ultimos anos.
¢) Registro das informacOes de cada artigo/trabalho sobre resultados obtidos e sobre a
influéncia de algumas variaveis sobre esse processo, além de suas aplicaces e
inovacoes.

4. Andlise e interpretacdo dos estudos
Nesta etapa foi realizada a leitura critica dos estudos com a finalidade de ordenar e
sumariar as informagGes contidas nas fontes, de forma a obter resultados relevantes para

a presente pesquisa.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Extracdo Liquido-Liquido

Robbins e Cusack (1997) definiram extracdo liquido-liqguido como uma operacéo
unitaria empregada para separar componentes em solucédo por meio da transferéncia de
massa de tais componentes de uma fase liquida em contato direto com outra fase liquida
imiscivel a primeira. Essa operagdo unitaria é empregada ha cerca de 60 anos na
purificacdo de antibioticos e acidos organicos (PESSOA JUNIOR e KILIKIAN, 2005).
E aplicada também nas industrias quimica, farmacéutica, metalGrgica, alimenticia e no
tratamento de residuos (CUSACK; FREMAUX; GLATZ, 1991; COULSON et al.,
1996; DA SILVA; LOH, 2006)

Entretanto, uma desvantagem presente na extracdo liquido-liquido tradicional (ELT)
é 0 uso de solventes organicos que, normalmente, sdo toxicos, cancerigenos e/ou
inflaméveis. Uma alternativa promissora para substituir a ELT, baseada nos principios
da quimica verde, sdo os SAB, constituidos majoritariamente por agua, sendo 0s seus
demais componentes formadores (polimeros e sais) ndo tdxicos nem inflamaveis, o que
os torna um sistema de extracdo ambientalmente seguro. Além disso, seus constituintes
sdo comercialmente acessiveis e de baixo custo (ALCANTARA, 2009; DA SILVA;
LOH, 2006).

4.2 Sistemas Aquosos Bifasicos

Os Sistemas Aquosos Biféasicos (SAB’s) sdo sistemas formados por duas fases
liquidas que se encontram em equilibrio termodinamico. As fases sdo regides que
possuem propriedades termodinamicas intensivas diferentes, como densidade, indice de
refracdo e composicdo. Mas como as duas fases do SAB’s estdo em equilibrio, nenhuma
propriedade termodinamica esta variando em uma dimens&o temporal, ou ainda, ndo ha
troca resultante de matéria e energia entre as fases (CARVALHO, 2004).

De acordo com Carvalho (2004), a caracteristica que confere ao SAB larga
utilizacdo na particdo/purificacdo de biomateriais é a baixa tensdo interfacial, quando
comparada aquela existente entre uma fase aquosa e outra ndo aquosa.

Beijerinck (1896) foi o primeiro pesquisador a relatar a possibilidade de formagao

de sistemas de duas fases em que o principal constituinte de ambas as fases é a agua, ao
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misturar solugdes aquosas de gelatina e 4gar ou gelatina e amido soltvel, em uma dada
faixa de temperatura e concentracdo. O pesquisador observou a formagdo de misturas
turvas que, em repouso, separavam espontaneamente em duas fases liquidas limpidas. A
fase mais densa era enriquecida em agar (ou amido) e a fase superior em gelatina, sendo
que a 4gua era 0 componente majoritario em ambas as fases (ALBERTSSON, 1986).

Albertsson (1986) foi o pioneiro na utilizacdo dos sistemas aquosos bifasicos em
processos de separacdo, utilizando solugfes aquosas de polietilenoglicol e dextrana para
a separacao de diferentes biomoléculas, evidenciando um potencial de aplicacdo desses
sistemas na parti¢do e/ou purificacdo de substancias para as futuras pesquisas cientifica.

Desde entdo, as pesquisas nesta area tém-se aprofundado, tornando a utilizacdo dos
SAB importante ferramenta na parti¢éo e, ou concentracdo de compostos como células
animais ou vegetais, microrganismos, fungos e seus esporos, cloroplastos, mitocéndrias,
membrana vesicular, enzimas, proteinas, acidos nucléicos, virus, metais, entre outros
(HATTI- KAUL, 2001).

De acordo com Silva e Loh (2006) os sistemas denominados aquosos bifésicos
(SABs ou, em inglés, ATPS) desempenham um papel estratégico pois, as duas fases sdo
formadas predominantemente (60-95%) por agua. Os SAB apresentam ainda outras
vantagens em comparacdo aos metodos tradicionais de separacdo e purificacdo de
biocompostos, como: operacdo rapida e continua, altos rendimentos, reciclagem dos
polimeros, minimizacdo da desnaturacdo de proteinas, facilidade de separar materiais
particulados e permite concentrar a proteina de interesse em uma das fases controlando
0 volume das mesmas (CASCONE; ANDREWS; ASENJO, 1991).

Contudo, a particdo em SAB baseia-se na distribuicdo seletiva de compostos entre
as duas fases. Porém, a predicdo e a interpretacdo da particdo de biocomponentes em
sistemas aquosos bifasicos € uma tarefa complexa, embora a manipulacdo das
propriedades do sistema tornando predominante um determinado tipo de interacdo
venha a ser uma forma de controlar a particdo (HATTI-KAUL, 2001). Sendo assim, se
torna necessario ampliar os estudos de diferentes SAB para que facilite seu uso em

processos de purificacéo.
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4.2.1 Tipos de Sistemas Aquosos Bifasicos

Um sistema aquoso bifasico € composto por duas fases aquosas, sendo a dgua o
componente majoritario do sistema, e possui uma variedade de possibilidades de
combinacdo dos demais componentes formadores (polimero e eletrolito, eletrolito e
eletrdlito, polimero e polimero, liquido i6nico e polimero, &lcool e liquido i6nico, alcool
e sal, liquido iénico e sal, dentre outras possiveis combinacdes).

O sistema polimero-polimero mais comum €& composto de dextrana e
Polietilenoglicol (PEG), mas a dextrana é de custo elevado o que inviabiliza o seu uso
em larga escala. Os sistemas PEG e sais sdo atrativos devido ao baixo custo, rapida
separacdo de fases e baixa viscosidade. Por outro lado, apresentam algumas limitagdes
como a desnaturacdo de biomoléculas em altas concentracbes de sais (SILVA e
MEIRELLES, 2000).

Os copolimeros tribloco vem sendo amplamente aplicados na formacdo de SAB’s ¢
sdo constituidos pela juncdo de trés mondmeros poliméricos, sendo o segmento central
diferente dos segmentos externos. Comumente sdo constituidos por monémeros de
oxido de etileno (PEO) e de monémero de 6xido de propileno (PPO), na seguinte ordem
PEO-PPO-PEO (de LEMOS et al., 2013; de LEMOS et al., 2012; SANTOS et al.,
2015). Essa diferenca na estrutura quimica ao longo de sua cadeia possibilita diferentes
tipos de interagcdo, que em temperaturas e concentracfes adequadas, tém-se a formacéo
de estruturas micelares com um ndcleo hidrofébico, e uma coroa hidrofilica. A
formacdo desse nucleo hidrofébico é vantajosa para a utilizacdo de extratantes que nédo
sdo hidrosoluveis e para extracdo de solutos hidrofébicos. Logo, o interior da micela,
por ser hidrofébico, possibilita a solubilizacdo do complexo que contém o analito de
interesse ou diretamente o préprio analito (CARVALHO, 2017; RODRIGUES et al.,
2008).

Os liquidos idnicos sdo uma nova classe de sais com ponto de fusdo abaixo de 100
°C, cujas caracteristicas principais incluem alta capacidade de solvatacdo, baixa
inflamabilidade e alta estabilidade térmica e quimica (MONIRUZZAMAN et al., 2010).
Estdo sendo aplicados na formacdo de SAB’s e neste caso, 0 SAB ¢ formado pela
mistura de liquido i6nico, polimero e agua ou liquido i6nico, eletrélito e agua ou alcool
(ZHENG et al. ,2015). Estudos como o de Vicente et al. (2016) e Wu et al. (2015)
aplicaram liquido idnico para formacdo de SAB’s e particdo de enzima e aminoacidos,

respectivamente.
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O uso de liquidos i6nicos na formagao de SAB’s apresentam algumas desvantagens
como elevado custo econdmico para sua producdo, complexidade de sintese devido a
necessidade de varias etapas e reagentes quimicos para obtencdo do liquido idnico, além
de ser toxico, em alguns casos (LI et al.,2016). Por essas desvantagens, o uso de SAB
formados por polimero-sal € comumente mais empregado em estudos de particdo de
diversos analitos. (CARVALHO, 2017)

Pode-se verificar na Tabela 1 estudos em composi¢es com diferentes constituintes
apresentado por Cardoso (2013) evidenciando assim o potencial de aplicacdo destes

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

Tabela 1 - Exemplos de grupos de SAB e seus constituintes

Grupos do SAB Constituintes Referéncia
PEG/Dextrana GUNDUZ:
KORKMAZ,2000
PEG/ Alcool Polivinilico PESSOA JUNIOR;
Polimero - Polimero
KILIKIAN, 2005
PEG/Poli &cido acrilico SARAVANAN et al.,
2008

PEG/Fosfato de Potassio
PEG/Sulfato de Magnésio
PEG/Tartarato de Sodio

HARAGUCHI et al., 2004
OLIVEIRA et al., 2009
MAGESTE et al., 2009

Polimero — Sal

Inorganico

Alcool/Citrato de Sédio
Alcool/KoHPO4

OOl et al., 2009
WANG et al., 2011
REIS et al., 2012

Solvente Orgénico —

Sal Inorganico

Alcool/Sais de Potassio

[C4min]Cl/Fosfato de Potassio
[C7mim]Cl/Fosfato de
Potassio

LOUROS et al., 2010

Liquido I6nico — Sal
VENTURA et al., 2011

Inorganico

Liquido 16nico — [C4min]Cl/D-Maltitol FREIRE et al., 2011

Carboidratos

DOMINGUES-PEREZ et

Liquido I6nico -

Aminoacidos

[C4min]CI/L-Lisina

al., 2009

Adaptado de Cardoso (2013).
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A utilizacdo de carboidratos como substitutos potenciais de sais inorganicos e
polimeros para a formacéo de SAB, sdo recentes. A utilizagdo de aglcares em SAB ja
foi abordada por Wang et al. (2008), em combinagcdo com acetonitrila, bem como por
Wu, Zhang, Wang (2008) e Freire et al. (2011) que utilizaram os agUcares em
combinacdo com os liquidos i6nicos. Os carboidratos sao utilizados em SAB’s na
separacdo de determinadas substancias que ndo toleram a presenca de sais (Monteiro
Filho, 2010).

Na tabela 2 sdo exemplificados alguns exemplos de SAB’s aplicados na
extracao, separacdo e purificacdo de biomoléculas.

Tabela 2 - Aplicacdo de Sistemas Aquosos Bifasicos

Biomolécula SAB

BSA e ovalbumina PEG — Dextrana
Endopoligalacturonase PEG- Polivinil alcool
Amiloglucosidase PEG- NaSO4
[-galactosidase, lisozima PEG- Dextrana

Alcool deidrogenase PEG- Hidoxipropil-amido (HPS)
BSA PEG- Goma guar

Acido latico EOPO — Dextrana

Lignina PEG- K2COs, NH4SO4
a-amilase PEG — MgSOg4

B-1g, BSA, caseina Dextrana - Goma guar
Glutenina PEG — Dextrana
Lactobacilus acidophilus PEG — Maltodextrina (MD)
Lisina, glicina PEG- Dextrana

Adaptado de Oliveira, 2006.

4.2.2 Diagrama de equilibrio de Sistemas
Aquosos Biféasicos

Diagramas de equilibrio sdo representacfes graficas dos dados de equilibrio de
fases. Sdo compostos pela linha de equilibrio ou curva binodal, que delimita as regides
monofésica e bifasica e pelas linhas de amarragédo, que unem as composic¢des do ponto
de mistura e das fases no equilibrio (MCCABE; SMITH; HARRIOT, 1993).
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Figura 1 - Diagrama de fases dos constituintes formadores de SAB’s expresso em
coordenadas retangulares
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Fonte: Carvalho (2007)

Para SAB, os diagramas de equilibrio sdo normalmente mostrados em graficos
cartesianos. A concentracdo de um dos polimeros ou do sal é representada no eixo
horizontal e a concentragdo do outro polimero, no eixo vertical (MONTEIRO
FILHO,2001).

O diagrama apresenta informacgdes como a curva binodal que delimita a regido
onde o sistema é monofasico da regido onde o sistema € bifasico, podendo assumir
diferentes posicbes no diagrama em funcdo de parametros como temperatura, pH e
natureza dos componentes do sistema (RENGIFO, 2015; de LEMOS, 2011). As Linhas
de Amarracdo (LA) ligam pontos no diagrama que representam a composic¢do da fase
superior (Crs) e a composicdo da fase inferior (Cri), quando as mesmas estdo em
equilibrio termodindmico (CARVALHO, 2017)

Ha no diagrama de fases também o ponto critico (P¢), a diminui¢do sucessiva
nos comprimentos das linhas de amarracdo (CLA) leva ao encontro do ponto critico (Pc).

A medida que as composicdes das duas fases do sistema se aproximam deste ponto, a
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diferenca entre as propriedades termodinamicas dessas fases diminui até que,
teoricamente, tornam-se iguais (ANDRADE, 2011).

Um conjunto de pontos que se situa na regido bifasica e que esteja em uma
mesma linha de amarracdo fornece as fases que possuirdo propriedades termodindmicas
intensivas iguais (densidade, volume molar, entalpia molar, etc.) e as propriedades
extensivas diferentes (massa, volume, etc.) (CUNHA, 2008)

Segundo Andrade (2011), um importante parametro a ser analisado em estudos de
particdo utilizando SABs é o CLA (Comprimento da linha de amarracdo), que é definido

matematicamente pela Equacéo 1.

CLA = [(CE’;1 - Céi): + (CE’;: - Cé:):]lﬂ (1)

Onde, ¢Z, e €2, sdo as concentragBes de constituinte 1 na fase superior e inferior
respectivamente e €2, e €£, sdo as concentragBes de constituinte 2 na fase superior e na

fase inferior respectivamente em % (m/m) .

Sendo assim, espera-se que, se um soluto possui maior afinidade por uma das fases
do SAB, a medida que se aumenta o CLA, mais distintas sdo as propriedades
termodinamicas intensivas entre as duas fases e mais distintos serdo os coeficientes de
particdo (K) deste soluto.

A medida que o valor do CLA aumenta, torna-se maior a diferenca de composicao
entre as fases, elevando, consequentemente, a eficiéncia na extragdo e/ou particdo do
soluto de interesse (PEI et al., 2012).

A inclinacédo da linha de amarracédo (ILA), € uma medida de como a composicao das
fases pode variar com a alteracdo de uma propriedade fisico-quimica, como a temperatura
e a massa molar, por exemplo (ALBERTSSON, 1986; CARDOSO, 2013). O valor da

inclinacdo pode ser calculado de acordo com a Equacao 2:

— l'--l.’.S"__'flf."_
ILA=5—5% (2)
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Onde, ¢, e C/, sdo as concentragBes de constituinte 1 na fase superior e inferior
respectivamente e CZ, e €£, sdo as concentragBes de constituinte 2 na fase superior e na

fase inferior respectivamente.

Este parametro apresenta-se como uma caracteristica importante dos diagramas de
fases uma vez que o seu valor é geralmente constante, quando estd presente em um SAB
com polimeros na composi¢do (ALBERTSSON, 1986). Sua avaliacdo, comparagdo com
uma media para um dado sistema e nova medicdo para valores afastados dessa média €
provavelmente o melhor método para obter diagramas de fases confiaveis (CARDOSO,
2013; ZASLAVSKY, 1995).

4.2.3 Coeficiente de Particdo

O coeficiente de particdo é definido como a razdo entre a concentracdo de uma
biomolécula nas fases de superior e inferior (WANG et al., 2011). As biomoléculas,
aplicadas nos SAB’s para extragdo e purificagdo distribuem-se entre as duas fases
aquosas, podendo ser definido um coeficiente de particdo desta biomolécula, pela

utilizacdo da Equacédo 3:

[Elzup
K = —==
[E]Inf (3)

Onde [C]s,, € [C];s S80 as concentragdes de equilibrio do soluto na fase superior e

inferior, respectivamente.

Essa distribuicdo depende tanto das caracteristicas da biomolécula que se distribui
(massa molar, carga, hidrofobicidade superficial, etc.), quanto da natureza do SAB
utilizado (reagentes, massa molar, concentracdo, pH, forca ibnica, etc.). Embora a
manipulagéo das propriedades do sistema venha a ser uma forma de controlar a particdo
das biomoléculas no sistema, controla-la ainda ¢ uma dificil tarefa (CARDOSO 2013;
CHAIWUT, RAWDKUEN, BENJAKUL, 2010; GIRALDO-ZUNIGA, COIMBRA,
MINIM, 2001).
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4.2.4 Variaveis que influenciam a formac¢ao dos SAB’s

Diversos fatores como: constituicdo, tamanho e estrutura molecular do polimero;
temperatura; natureza e tamanho da particula alvo; pH e natureza do eletrolito do
sistema bifasico influenciam na separacdo de fases em SAB e, consequentemente, 0
processo extrativo de um determinado biocomposto (ALBERTSSON, 1986).

4.2.4.1Efeito da massa molecular e concentracdo do polimero na formacéao

do SAB

Quanto maior for a massa molar do polimero, menor é o volume de agua
disponivel, o que implica em uma diminuicdo de solubilidade das proteinas na fase rica
em polimero e consequentemente uma diminuicdo do coeficiente de particdo
(ALBERTSSON, 1986).

A massa molar do polimero influencia na separacdo do biomaterial por alteracéo do
diagrama de fase (isto €, por influenciar a composicdo das fases) e por mudanga no
namero de interagBes polimero-proteina. Em geral, 0 aumento na massa molar de um
dos polimeros (em sistemas polimero e polimero) levard a uma separacdo mais
acentuada do material em outra fase. Entretanto, a magnitude desse efeito decresce com
0 aumento da cadeia do polimero (ALBERTSSON, 1986; FORCINITI; HALL, 1991).

Com relacdo a concentracdo do polimero, tem sido demonstrado que o sistema de

fases se desloca em direcdo a regido bifasica com o aumento da concentracdo do
polimero. A viscosidade das fases também aumenta com o aumento na concentragdo do
polimero e isto pode influenciar a particdo da proteina alvo (ASENJO, 1990;
ALBERTSSON, 1986).
No que diz respeito a massa molar do polimero, quanto maior a massa molar dos
polimeros, menor a concentracdo requerida para a separagdo de fases, e ainda, quanto
maior a diferenca no tamanho molecular entre os dois polimeros, mais assimétrica € a
binodal (ALBERTSSON, 1986).

No trabalho de Tubio et al. (2006), verificaram em sistemas aquosos compostos
por citrato de sodio + PEGs de diferentes massas molares, pH 9,2 e a 22°C, que as
curvas binodais se tornaram assimétricas e mais proximas da origem com o aumento da
massa molecular do PEG, e com isso menores concentracdes de PEG eram necessarias

para que ocorresse a separacao de fases.
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Ainda sobre a influéncia da massa molar dos polimeros em SAB’s, Monteiro
Filho (2001) estudou o equilibrio de fases em sistemas aquosos bifasicos (SAB)
formados por &gua + um acucar (glicose, maltose ou maltodextrina) + um polimero
sintético (PPG ou um co-polimero de PEG-PPG) a (25 e 30) °C. Obteve 13 diagramas
com as misturas que apresentaram formacédo de duas fases liquidas e observou que o
aumento da massa molar dos polimeros aumentou a regido bifésica. Carvalho (2004)
obteve resultados semelhantes estudando o efeito de duas massas molares de PEG em
SAB’s compostos por polimero + sais organicos e agua.

Em outros trabalhos como da Silva e Meirelles (2001) e Zafarani-Moattar e
Sadeghi (2001) foi também observado 0 mesmo comportamento, ou seja, aumento da
regido bifasica como consequéncia da maior massa molar do polimero constituinte do
sistema.

Alves et al. (2008), determinaram experimentalmente o equilibrio liquido-liquido de
3 sistemas contendo polietileno glicol (massas molares 600, 1500 e 3000) e citrato de
sodio a 25 °C com objetivo de prever a influéncia da massa molecular do PEG no
equilibrio liquido-liquido das fases. Além disso, os resultados experimentais foram
correlacionados com o modelo VERS (Equacdo do Virial com fracdes superficiais
relativas) para o excesso de Gibbs energia de solugdes aquosas de eletrdlitos com baixa
massa molecular e polimeros neutros. Esse modelo também foi utilizado para prever a
influéncia da temperatura e massa molecular do PEG no equilibrio liquido-liquido e
para comparacdo com dados da literatura de tais equilibrios liquido-liquido.
Comparando com os dados experimentais do trabalho e de diversos outros autores,
concluiu que o modelo apresentado obteve uma boa correlagdo com tais dados.

4.2.4.2 Efeito do pH na formacédo do SAB
Estudando o efeito do pH sobre o equilibrio termodinamico do SAB PEG/fosfato,
Ferreira, Padilha, Tambourgi (2009) concluiram que ndo houve deslocamento
significativo da binodal em relacdo aos diferentes pHs estudados nem influéncia do pH
nas composigdes das linhas de amarragdo. Nesse estudo ela utilizou sistemas PEG com
massas molares de 1500, 4000 e 6000 e tampdes fosfato variando de 6 a 8, em
condigdes normais.
Se tratando de particdo de proteinas, Alcantara (2009) relatou que o pH,
indiretamente, pode afetar a particdo de uma proteina e modificar a composi¢do das

fases dos SAB, seja a posicdo da linha binodal, seja o comprimento da linha de
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amarracdo. O pH altera as cargas da superficie das proteinas e, consequentemente, 0 seu
coeficiente de particdo (DA SILVA; LOH, 2006).

4.2.4.3Efeito da temperatura na formacédo do SAB

A temperatura pode levar a mudancas na viscosidade das fases ou na estrutura
dos polimeros alterando a forma da curva binodal no diagrama de fases (CARVALHO,
2004). Um deslocamento da curva binodal pode levar, facilmente, o sistema para a
regido monofasica (BAMBERGER et al., 1985).

O efeito da temperatura varia de acordo com o tipo de sistema, polimero e
polimero ou polimero e sal. Para o sistema PEG e dextrana, foi constatada que com o
aumento da temperatura era necessaria uma concentracdo maior dos polimeros para a
separacdo das fases. Neste caso, para que a separacao das fases seja favorecida, deve-se
trabalhar em temperaturas inferiores a ambiente. Ja para PEG e sal, ocorre justamente o
contrario, pois em temperaturas maiores ou préximas a ambiente a separagdo das fases
do sistema é facilitada (ALCANTARA,2009).

Oliveira (2006), apresentou o estudo de sistemas aquosos bifasicos formados por
polietilenoglicol (PEG 1500 e PEG 4000), sais inorganicos (sulfato de zinco, sulfato de
cobre e citrato de sddio) e agua. Os sistemas PEG 1500 + citrato de sddio foram
analisados nas temperaturas de (10, 35 e 45) °C, enquanto que os sistemas PEG 4000 +
sulfato de zinco ou sulfato de cobre foram estudados nas temperaturas de (5, 10, 35 e
45) °C e os sistemas compostos por PEG 4000 + citrato de sédio foram estudados nas
temperaturas (5, 10, 25,35 e 45) °C . Conclui que ocorreu um aumento da inclinagdo da
linha de amarragdo com o aumento da temperatura. Resultados semelhantes foram
obtidos por Sé e Aznar (2002) estudando o efeito da temperatura em sistemas PEG 4000
+ fosfato de potassio + agua, entre (10 e 30) °C, por Mishima et al. (1995), Zafarani-
Moattar e Sadeghi (2004) e Murugesan e Perumalsamy (2005).

De acordo com Zafarani-Moattar e Sadeghi (2001), esse efeito ocorre porque as
composigdes das fases no equilibrio mudam com a variagdo de temperatura. O seu
aumento em sistemas bifasicos PEG + sal causa um aumento da concentracdo de PEG
na fase superior e uma diminuigdo da concentragdo de sal na fase inferior. A atracdo
entre as moléculas de PEG aumenta com 0 aumento da temperatura, enquanto a

interacdo entre as moléculas de PEG e as moléculas de 4gua diminui.
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Foi estudado por Graber et al. (2004) o efeito das temperaturas de 5 °C, 25 °C e
45 °C em sistemas PEG 4000 + sulfato de litio + &4gua, concluindo que o aumento da
temperatura provocou o deslocamento da curva binodal aumentando a regido bifésica, o
que implica numa menor concentracdo do sal e do polimero necessarias para a formagéo
dos sistemas aquosos bifasicos. Zafarani-Moattar e Gasemi (2002) investigaram a
influéncia da temperatura (25, 35 e 45) °C em sistemas aquosos PEG 6000 +
(NH4)2HPO4 e PEG 6000 + NH4H2POs, verificando também uma expansdo da area
bifasica com 0 aumento da temperatura. Conclusao semelhante foi obtida nos trabalhos
de Zafarani-Moattar e Sadeghi (2001), para sistemas PEG 6000 + Na,HPO4 e PEG 6000
+ NaH2POs e por Voros, Proust, Fredenslund (1993), em sistemas PEG 2000 + Na>CO:s.

De uma forma geral, os autores concluiram que o aumento da temperatura
provoca diminuicdo da solubilidade mutua, ou seja, aumento da regido bifasica.

Igualmente, pode ser dito que o aumento da temperatura favorece a formacdo do SAB.

4.2.4.4Efeito do tipo do Sal na formagdo do SAB

A adicdo de sais, mesmo que em concentracdes milimolares, influencia
fortemente a particdo de materiais eletricamente carregados (ALCANTARA, 2009).
Embora os sais se distribuam quase que igualmente entre as fases, existem pequenas
diferencas nos coeficientes de particdo de diferentes sais, o que significa que diferentes
ions possuem diferentes afinidades pelas fases, criando uma diferenca de potencial
elétrico entre as fases, que por sua vez direciona a particdo de materiais bioldgicos
carregados (SARUBBO, 2000).

Albertsson (1986) observou que a separacdo de fases em misturas contendo
polieletrélitos depende fortemente da forca idnica e do tipo de ion presente no sistema.
Verificou que a concentracdo de PEG necessaria a separacao de fases no sistema PEG +
sulfato de dextrana + agua, adicionado de sais, dependia do tipo de sal usado. E ainda,
que se uma quantidade suficiente de sal fosse adicionada, ndo era necessario incorporar
PEG ao sistema para que ocorresse a separacdo das fases. Desta forma, surgiram 0s
primeiros sistemas aquosos bifasicos do tipo polimero + sal + 4gua (CARVALHO,
2004).

Zafarani-Moattar e Sadeghi (2004) verificaram o efeito do tipo de sal sobre o
equilibrio de fases em sistemas aquosos PVP + NaHPOs e PVP + NasPOs, foi
verificado que o aumento da carga do anion de -1(H2POa4.) para -3(PO4-3) diminuiu a

concentracdo de sal necesséria para a separacdo de fases. Resultados semelhantes aos
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dos sistemas PEG e os sais NaH2POs, Na;HPO4 e NasPOs, estudado por Zafarani-
Moattar e Sadeghi (2001). Constataram também o aumento da inclinacéo das linhas de
amarracdo com o aumento da carga do anion. Tal efeito se deve a maior capacidade de
hidratacdo dos anions de maior valéncia sobre os de valéncia menor.

Carvalho (2004), estudando a influéncia do tipo de sal em SAB’s compostos por
polimero (PEG 1500 e PEG 4000) + sais organicos (fosfato de potéssio, sulfato de
sodio, sulfato de litio e citrato de sodio) e dgua , observou que os sistemas constituidos
pelo sulfato de sédio possuem maior regido bifasica do que aqueles formados por
sulfato de litio e citrato de sddio, sob as mesmas condices, isto é, o sulfato de sodio
possui maior capacidade de induzir a separacdo de fases que o sulfato de litio e o citrato
de sadio.

5 APLICACOES DE SAB’S

Atualmente, os sistemas aquosos bifasicos sdo aplicados mais eficientemente em
etapas iniciais dos processos de purificagdo, mas em casos raros podem até mesmo
substituir os classicos sistemas cromatograficos. (DA SILVA; LOH,2006).

Alcéntara (2009) estudou o processo de extracdo em sistemas aquosos bifasicos
para a otimiza¢do do fracionamento das proteinas do soro de leite a-lactoalbumina (a-
la), B-lactoglobulina (B-1g) e glicomacropeptideo (GMP). Utilizou sistemas com (PEG)
2000 e sais de fosfato de potassio, citrato de sédio e sulfato de litio, avaliando a
influéncia do pH, temperatura, concentracdo de PEG, concentracdo de sal e
concentracdo de NaCl sobre a particdo das proteinas. Concluiu que SAB podem ser
utilizados para fracionamento desse tipo de proteina e que dentre os sistemas avaliados,
os SAB adicionados de soro integral, apresentaram: maior taxa de redugdo da a-la e
GMP na fase inferior e maior fator de purificacao da p-lg na fase salina.

Com o objetivo de desenvolver novos SAB’s baseados em acetonitrila associada
a carboidratos, poliois, polimeros naturais (dextrana) e alcool polivinilico e sua
aplicacdo na particdo da vanilina, Cardoso (2013) determinou os diagramas de fase e 0
efeito da estrutura dos carboidratos, polidis, dextrana e alcool polivinilico sobre a
formacdo do sistema biféasico foi avaliada. Além de carboidratos de elevada pureza,
acucares comerciais de grau alimenticio também foram testados e mostraram ser
capazes de formar SAB’s. Nos sistemas avaliados a vanilina migrou preferencialmente

para a fase rica em acetonitrila e concluiu que a recuperacdo da vanilina na fase rica em



29

acetonitrila mostrou-se superior a 90% nos sistemas acetonitrila/carboidrato, e
acetonitrila/polidis, a recuperacdo de vanilina foi maior que 70% a temperatura de 15 °C
utilizando SAB’s constituidos por acetonitrila/dextrana e nos sistemas constituidos por
acetonitrila/PVA a recuperacdo foi de 78,84% para um pH de 4,7 e a temperatura de 5
°C. Tais resultados apoiam o enorme potencial destes novos sistemas a serem
explorados na extragdo dos mais diversos compostos de valor agregado.

Dentre os diferentes estudos recentes, Pereira et al. (2010) estudaram a
influéncia da adicdo de liquidos i6nicos (LI) no SAB constituido por PEG 600 e
NaSOs4, e perceberam que a separagdo do L-triptofano na presenca de pequenas
quantidades de liquidos i6nicos foi bastante eficiente na formagdo do sistema e
induziram diretamente a mudanga do coeficiente de particdo da biomolécula.

Michel et al. (2015), utilizou o sistema aquoso bifasico com liquido iénico
constituido por [C4mim][CI] e do sal K;HPO4 para particionar as proteinas do soro de
leite, a-lactalbumina, fB-lactoglobulina e lactoferrina. Obteve valores de eficiéncia de
extracdo acima de 87% e notaram que as proteinas migram principalmente para a fase
rica em liquido idnico (fase superior). Concluiram que esse SAB’s salino com o liquido
ibnico pode ser considerada uma alternativa promissora para a extracdo de proteinas de
soro de leite.

Ainda sobre a utilizacdo de liquido idnicos, Pignata, Bonomo e Sousa (2014)
determinaram diagramas de equilibrio para sistemas aquosos bifasicos compostos por
liquido i6nico [C2min]Cl + Fosfato de Potassio + Agua. Os diagramas foram
determinados nas temperaturas de 20, 30, 40 e 50 °C e em pH 7,5, 8,0 e 8,5.
Constataram que ndo houve efeito da temperatura sobre a formacao da regido bifasica
para os sistemas estudados. Quanto ao efeito do pH, observaram que o aumento do pH
ocasionou um aumento da regido bifasica em todas as temperaturas estudadas.

Como o preco de dos liquidos i6nicos ainda sdo relativamente altos , Souza et al.
(2014) utilizaram como alternativa a aplicacdo de liquidos iGnicos como adjuvante para
controlar a particdo de antioxidantes (propil galato e eugenol) em SAB’s formados por
PEG(1500 e 8000) + fosfato de potassio + Liquido idnico [Cnmim]Cl (n =2 a 8). Os
resultados sugerem que os antioxidantes (propil galato e eugenol) tem uma maior
afinidade para a fase mais hidrofobica (fase rica em PEG) de peso moleculares menores
(PEG 1500) em SAB convencional formado por PEG e sais. No entanto, SAB com base
em PEG + sal + LI + &gua proporcionam eficiéncias de extracdo melhoradas,

especialmente com o [C6mim]ClI para a extracdo do eugenol, apresentando rendimento
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de 99 %. Para o propil galato, a eficiéncia de extracdo é completa (100%) e em geral,
independente do uso de LI em SAB a base de PEG 1500, sendo o [C8mim]Cl a excecéao
a este comportamento, pela sua auto-agregacao e consequente formacao de agregados.

Sobre a influéncia da concentracdo de polietilenoglicol (PEG) 1500 sobre a
particdo de acido latico no sistema PEG1500, citrato de sodio e agua em pH igual a 7,
Canobre et al. (2017) utilizaram delineamento composto central rotacional (DCCR) para
testar concentracbes de PEG no sistema PEG 1500, citrato de sédio e agua. Os
resultados obtidos mostraram que sistemas formados por 18% PEG e 12% de citrato de
sodio e sistemas formados por 24% PEG e 15% citrato de sodio, apresentaram maiores
e menores valores de coeficiente de particdo respectivamente, sendo os tratamentos
mais interessantes para parti¢do do acido latico.

Silva et al. (2017) avaliaram a influéncia da concentracdo de PEG sobre a
particdo de acido propi6nico no sistema PEG1500, citrato de sodio e &gua em pH igual
a 7, em trés concentracbes de PEG 1500 (16,7; 21 e 25,2%m/m) e concentracdo de
citrato fixada em 13,5%m/m. Os resultados obtidos mostram que nessas condi¢des 0
acido propidnico tem muita afinidade com a fase rica em PEG, podendo ser viavel uma
purificacdo desse acido usando sistemas aquosos bifasicos.

Ngome (2019), utilizou SAB para purificacdo de acido propidnico obtido de
fermentagdo em sistemas PEG 1500/4000, citrato de sddio e dgua em pH igual a 7. Ao
determinar os coeficientes de particdo foram obtidas as melhores condi¢bes nos
sistemas que possuiam 16,7%m/m PEG 1500 e 13,7% m/m de citrato e nos sistemas
com 24 %m/m PEG 4000 e 15%m/m de citrato. Este ultimo sistema obteve uma
eficiéncia de 68,15%, evidenciando que SAB’s tém potencial para ser aplicados no

processo de purificacdo de acido propiénico obtido por fermentacéo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho discorreu sobre a influéncia da temperatura, do tipo de sal,
pH e da massa molar nos dados de equilibrio de SAB’s presentes na literatura e
apresentou aplicacdes desses sistemas.

Observou-se, de uma forma geral, que ocorre um aumento da inclinagéo da linha
de amarracdo com o aumento da temperatura e que 0 aumento da temperatura provoca o
deslocamento da curva binodal aumentando a regido biféasica, o que implica numa
menor concentracdo do sal e do polimero necessarias para a formacdo dos sistemas
aquosos bifésicos. Ou seja, pode ser dito que o aumento da temperatura favorece a
formacéo do SAB.

Foi constatado na literatura o aumento da inclinacdo das linhas de amarragédo
com o0 aumento da carga do anion. Visto também que quanto maior a massa molar dos
polimeros, menor a concentragao requerida para a separacdo de fases.

Sobre o pH, a maioria dos estudos concluiram que ndo houve deslocamento
significativo da binodal em relacdo aos diferentes valores de pH estudados nem
influéncia do pH nas composi¢oes das linhas de amarracdo quando se trata de dados de
equilibrio termodinamico. Porém vale ressaltar que quando se trata da particdo de
proteinas, o pH pode afetar a migracdo dessas biomoléculas.

Sobre a utilizacdo de liquidos ibnicos, foi observado que sdo alternativas para
purificacdo de biomoléculas de valor agregado e também como adjuvante na formacao
de SAB.

Foi relatado também que a utilizacdo de copolimeros tribloco tem sido aplicado
em sistemas que necessitam de extratantes que ndo sdo hidrossollveis e para extracdo
de solutos hidrofobicos.

A utilizacdo de sistemas compostos por acetronitrila associada a carboidratos,
polidis, dextrana e alcool polivinilico foi apresentada como alternativa para extracéo de
vanilina.

Foi apresentada a utilizacdo de SAB’s como alternativa para a particdo e
purificacdo de acidos organicos.

Portanto, esse trabalho contribuiu para reunir resultados ja obtidos e
demonstrando o enorme potencial dessa extragdo liquido- liquido para purificacdo dos

mais diversos compostos de valor agregado
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