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RESUMO

O 4acido propidnico € um dos principais acidos carboxilicos produzidos industrialmente e
possui diversas aplicagfes nas industrias quimicas, alimenticias, farmacéuticas e na
agricultura. A producdo convencional do acido propidnico é conduzida por sintese quimica
utilizando matérias-primas obtidas do petroleo, mas alternativas envolvendo recursos
renovaveis e usando processos fermentativos vém sendo exploradas dada a preocupagdo com
0 esgotamento das reservas de petroleo. Para a recuperacdo e purificagdo de compostos
bioldgicos, uma das alternativas de operacfes de separacdo é a extracdo liquido-liquido
(ELL). Para produtos bioldgicos, um tipo de ELL adequado, no qual ambas as fases sdo ricas
em agua, sdo os Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB). O objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito das concentracbes de polietilenoglicol (PEG) e citrato de sodio na particdo de acido
propiénico no sistema aquoso bifasico do tipo PEG/citrato de sdédio/dgua. Para isso, foi
conduzido um delineamento composto central rotacional (DCCR) com 11 tratamentos, com
duas variaveis independentes: concentracdo de PEG 1500 e concentracao de citrato de sodio.
A acidez total e o coeficiente de particdo de cada amostra foram determinados e a partir
destes, foram calculados os rendimentos de extracdo de &cido propidnico. Os resultados
obtidos foram analisados, utilizando o programa Statistica 8.0, considerando-se um nivel de
significancia de 5%. A Unica variavel que exerceu efeito estatisticamente significativo foi a
concentracdo do citrato de sédio, que apresentou efeito negativo sobre o coeficiente de
particdo. Os melhores sistemas para a particdo de acido propiénico foram os com menores
valores de coeficiente de particdo e com alto valor de rendimento, que séo os tratamentos 6 e
4, no qual sdo constituido por 25,2% PEG 1500 e 13,5% de citrato de sodio, e 24% PEG 1500
e 15% de citrato de sddio, respectivamente.

Palavras-chave: Sistemas Aquosos Bifésicos. Extracio Liquido-Liquido. Acido Propilico.



ABSTRACT

Propionic acid is one of the main industrially produced carboxylic acids and has several
applications in the chemical, food, pharmaceutical and agricultural industries. The production
of propionic acid is driven mainly by chemical synthesis using raw materials obtained from
oil, but alternatives using renewable resources and using fermentative processes have been
explored due to the concern with the depletion of oil reserves. For the recovery and
purification of biological compounds, one of the alternatives for unitary operations is liquid-
liquid extraction (ELL). For biological products, a suitable type of ELL, in which both phases
are rich in water, are the Biphasic Aqueous Systems (SAB). The objective of this work was to
evaluate the effect of the concentrations of polyethylene glycol (PEG) and sodium citrate on
the partition of propionic acid in the two-phase aqueous system of the type PEG/sodium
citrate/water. For this, a central rotational composite design (DCCR) was conducted with 11
treatments, with two independent variables: PEG 1500 concentration and sodium citrate
concentration. The total acidity and partition coefficient of each sample were determined and
from these, the extraction yields of propionic acid were calculated and the results obtained
were analyzed using the Statistica 8.0 program, considering a significance level of 5%. The
only variable that had a statistically significant effect was the concentration of sodium citrate,
which had a negative effect on the partition coefficient. The best systems for the partition of
propionic acid were those with the lowest values for partition coefficient and with a high yield
value, which are treatments 6 and 4, which consist of 25.2% PEG 1500 and 13.5% sodium
citrate, and 24% PEG 1500 and 15% sodium citrate, respectively.

Keywords: Biphasic Aqueous Systems. Liquid-Liquid Extraction. Propionic Acid.
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1 INTRODUCAO

O é&cido propidnico é um dos principais acidos carboxilicos e possui diversas funcdes
em industrias quimicas, alimenticias, farmacéuticas e na agricultura. Este atua como
conservante e principalmente como inibidor fungico em alimentos. E empregado na
fabricacdo de plasticos, gomas quimicas, corantes, agentes emulsionantes, mondémeros, tintas
e solucdes de galvanoplastia. Na agricultura é utilizado como herbicida, j& na area
farmacéutica em producdo de perfumes, bioaromas, medicamentos antiartriticos e anti-
inflamatorios ndo esterdides (CALDERON, 2012; JESUS, 2016).

A producédo do acido propidnico é conduzida especialmente por sintese quimica e as
matérias-primas sdo obtidas principalmente do petréleo. Mas, alternativas utilizando recursos
renovaveis e usando processos fermentativos vém sendo exploradas dada a preocupagdo com
0 esgotamento das reservas de petréleo e com o desenvolvimento sustentavel, além da
demanda por &cidos naturais, produzidos naturalmente (YANKOV et al., 2004).

Vérias tecnologias convencionais de purificacdo tém sido amplamente empregadas,
como a precipitacdo com hidroxido de célcio. Entretanto, o processo utilizando matérias-
primas ndo-renovaveis (petr6leo) gera residuos poluentes ao meio ambiente e ndo €
sustentavel.

Dessa forma, para a recuperacdo e purificagdo de compostos bioldgicos, como
proteinas, enzimas, acidos, virus, anticorpos e organelas celulares, uma das alternativas de
operacdes unitarias € a extracdo liquido-liquido (ELL) (SILVA, 2006).

Uma opc¢do de extracdo liquido-liquido, adequada para produtos bioldgicos, sdao 0s
Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB’s). Estes sistemas foram originalmente propostos por
Albertson em 1958 e sdo estudados ha mais de 50 anos (WANG et al., 2010).

Os SAB’s formam-se espontaneamente e sdo compostos por trés ou mais espécies
quimicas, que em determinadas faixas de composicao, pH e temperatura separam-se em duas
fases distintas, no qual o componente majoritario é a agua (CARVALHO, 2017). Estas fases
aquosas imisciveis coexistem em equilibrio pela adicdo de solidos solGveis em agua, que
podem ser dois polimeros, um polimero e um sal, ou dois sais (ASENJO et al., 2012).

Em relacdo as técnicas tradicionais, 0s SAB’s sdo vantajosos, pois possuem elevada
biocompatibilidade com os solutos (minimizando a degradacdo das moléculas), baixo custo,
alto rendimento, rapida transferéncia de massa, além de permitir o facil aumento de escala e a
possibilidade de reciclar os reagentes que formam as fases (OLIVEIRA, 2006).

Desenvolver processos de extracdo mais eficazes, ambientalmente seguros e
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economicamente vidveis aplicados para a purificacdo e separacdo de diferentes materiais
como, produtos biologicos, € uma questdo relevante e de interesse industrial. Neste sentido, o
presente trabalho visou estudar a particdo do &cido propiénico em Sistemas AQuosos
Bifasicos (SAB) do tipo PEG/sal e determinar os efeitos das concentracbes de

polietilenoglicol e citrato de sddio na particdo do acido propiénico nesses sistemas.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo estudar a particdo do acido propidnico em

Sistemas Aquosos Bifasicos do tipo PEG/sal.

1.1.2 Objetivos especificos

. Determinar a relacdo de fases, coeficientes de particdo e rendimento de
extracdo do acido propibnico para cada ponto de mistura do sistema PEG1500/citrato de
sodio/agua, selecionando as melhores condicdes de particéo.

o Avaliar o efeito da concentragéo de poletilenoglicol (PEG) 1500 e do citrato de

sodio sobre a particdo de acido propibnico no sistema PEG1500/citrato de sodio/agua.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Acido Propibnico

O é&cido propibnico, segundo Barbosa (2011), € um &cido carboxilico saturado simples
de corrente aberta encontrado na natureza. E um composto organico constituido por trés
atomos de carbono, apresenta formula molecular (C3HsO2) e possui massa molar de 74 g/mol.

Suas propriedades sdo intermediarias como: temperatura de fusdo (-21 °C), de ebulicao
(141 °C) e viscosidade, comparadas com as dos acidos carboxilicos de cadeias menores, como
por exemplo, os acidos formicos e acéticos, e os acidos carboxilicos maiores (COELHO,
2011).

Figura 1 - Férmula estrutural do acido propi6nico.

0
CHy~CH~C

OH OH

LR

L]
L]

Fonte: Coelho (2011).

Seu nome vem da palavra grega pro (o primeiro) e pion (gordura). Esse acido é
conhecido na nomenclatura usual como 4&cido propilico ou acido propibnico e na
nomenclatura Internacional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) como é&cido
propandico (NGOME, 2013).

Em estado puro, o &cido propidnico, é um liquido incolor, corrosivo, capaz de inibir o
crescimento de fungos e de algumas bactérias e é o responsavel pelo cheiro caracteristico do
queijo suico (SNYDER, 1995).

Segundo Jay (2000), o acido propibénico possui diversas funcdes, como por exemplo,
de conservantes de paes, bolos, queijos e outros alimentos principalmente como inibidor de
mofo. Sua acdo inibidora tende a ser altamente especifica contra fungos.

Além disso, na inddstria quimica o acido propidnico é utilizado em plésticos, gomas
quimicas, corantes, flavorizantes artificiais, em produtos de perfumaria, agentes
emulsionantes, mondémeros, resinas, tintas e solu¢fes de galvanoplastia. Na agricultura é
utilizado como herbicida, j& na area farmacéutica em producdo de medicamentos antiartriticos

e anti-inflamatdrios néo esteroides (JESUS, 2016).
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Outra importancia de acidos orgéanicos, como o acido propiénico e lactico, sdo para
lavar e higienizar as carcacas de animais ap0s o abate, com a finalidade de diminuir o
transporte de agentes patogénicos e elevar a vida util do produto. O &cido propidnico €
considerado quimicamente como um acido fraco (pK.=4,85) tendo a capacidade de inibir o
crescimento de diversos microorganismos. Essa inibicdo é causada pela dissociacdo da
molécula do &cido no citoplasma da célula, liberando um préton e diminuindo o pH
(CALDERON, 2012).

Segundo estatisticas apresentadas pela IHS Chemical em janeiro de 2016, a
preservacao de alimentos para animais, de graos e producdo de propionatos de célcio e sodio,
representam quase 80% do consumo mundial de acido propidnico em 2016, antes 78,5% em
2012. Cerca de 51% do consumo global de acido propibnico é para uso em alimentos para
animais e preservacdo de grdos, enquanto quase 29% sdo utilizados na producdo de
propionatos de célcio e so6dio, ambos utilizados na inddstria de alimentos para animais.
Perspectivas de crescimento mundial para o acido propibnico e seus sais na
alimentacdo/preservacao e alimentos de origem animal sdo significativos.

A Figura 2 mostra o consumo mundial de acido propidnicono ano de 2016:

Figura 2 - Consumo mundial de acido propidnico em 2016.

Mextico

Cantral and

Ezstern Europs

‘Wiestern Ewrops
China '

United States _—"

Sounce” IHS D26 HE

Fonte: IHS Chemical (2016).

A Europa Ocidental responde por cerca de 40% do consumo mundial de acido
propiénico em 2016, seguida pela América do Norte com cerca de 30% e Asia com cerca de
23%; nessas regides ocorre um grande volume de alimentos para animais, preservagdo de
grdos e propionatos de calcio/sodio. O crescimento do consumo entre 2016 e 2021 sera mais
alto nos mercados em desenvolvimento da Asia, Oriente Médio, Africa e América Central e
do Sul (IHS CHEMICAL, 2016).
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O &cido propidnico é produzido industrialmente por sintese quimica e as principais
vias sdo: pelo processo Rippe que utiliza etileno, didéxido de carbono e vapor; pela oxidagdo
direta de hidrocarbonetos e pela oxidagdo do propanol e do propanal (CALDERON, 2012).

O acido propio6nico pode ser também produzido por bactérias propidnicas, via rota dos
acidos dicarboxilicos com &cidos acéticos e succinico como subprodutos. Entretanto, o
rendimento e produtividade baixos devido a inibicdo do &cido propiénico no crescimento
celular e na sintese de acido propidnico ainda sdo problemas para producdo por fermentacéo.
Esse baixo rendimento ressalta a importancia de desenvolver duas estratégias: fermentacéo
extrativa propidnica e producdo de &cido propidnico com bactérias tolerantes ao acido
propidnico obtidas por meio de adaptacdo evolutiva (NGOME, 2013).

2.2 Sistemas Aquosos Bifasicos

A realizacdo de extracdo liquido-liqguido de forma convencional utilizando-se
solventes organicos e solugbes aquosas normalmente ndo € apropriada para separacdes
bioldgicas, como de células e proteinas, devido a baixa estabilidade e solubilidade destas em
solventes orgénicos. Uma alternativa a extracdo liquido-liquido tradicional, compativel na
recuperacdo e purificacdo de compostos bioldgicos, é a particdo em Sistemas AQuosos
Bifasicos (SAB’s).

A utilizacdo de SAB’s oferece vantagens, como a isencdo de componentes toxicos e
inflamaveis, baixo custo, além de possuir curto tempo de processamento, facil separacdo de
materiais particulados, facil expansdo de escala, e em alguns casos sdo biodegradaveis e
reciclaveis (ZHANG, et al., 2014).

Mas, a principal caracteristica que confere aos SAB’s larga utilizacdo na particdo de
biomateriais é a baixa tensdo interfacial, quando comparada aquela existente entre uma
fase aquosa e outra ndo aquosa. Isto se deve aéguaser o componente majoritario do sistema
aquoso bifasico. A agua estd em maior quantidade nas trés regides do SAB (fase superior,
interface e fase inferior). Deste modo, a composicdo em todas estas regifes € muito
parecida, resultando em pequena diferenca entre a energia livre de Gibbs das mesmas, e
consequentemente pequeno valor de tensdo interfacial (MARTINS et al., 2008).

A diminuigdo da energia livre de Gibbs no sistema, constituido por diferentes
polimeros, favorece a separacdo de fases, pois a interacao entre as moléculas destes é de
carater repulsivo, estando assim o sistema em um estado energeticamente favoravel

guando as moléculas dos mesmos encontram-se separadas (ALBERTSSON, 1960).
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Sistemas Aquosos Bifasicos sdo misturas ternérias compostas predominantemente por
agua (70 a 90% das fases), que sob certas condi¢cBes termodindmicas de composicao,
temperatura e pressdo, apresentam duas fases diferentes em equilibrio termodindmico. As
fases sdo imisciveis, sendo a superior composta principalmente por polimero e a fase inferior
composta predominantemente por eletrolito. Os SAB’s podem ser formados pela mistura de
solucBes de dois polimeros quimicamente distintos, um polimero e um sal, e atualmente
existem outras alternativas de sistemas utilizando-se surfactantes, compostos micelares ou
liquidos idnicos. Estes componentes sdo misturados acima das condi¢fes termodinamicas
criticas acima de certas concentragfes (LLADOSA, et al., 2012).

Segundo Albertsson (1960), a extracdo liquido-liquido em misturas macromoleculares
foi manifestada pela primeira vez em 1896 por Beijerink. Ele observou que quando se
misturava solugdes aquosas de agar e gelatina, por exemplo, aparecia uma mistura turva que
separava em duas camadas liquidas, no qual a predominancia na fase superior era a gelatina e
na inferior o &gar. Em 1947, Dobry e Boyer Kawenoki estudaram grande nimero de
combinacéo de pares de polimeros e observaram que em alguns casos quando dois polimeros
se reinem, uma das fases se torna rica em polimeros, enquanto a outra fase consiste
principalmente de solvente. Mas, somente em 1958, que Albertsson desenvolveu
experimentos utilizando solugdes aquosas de polietilenoglicol e dextrana em processos de
biosseparacdo, sendo o pioneiro na utilizacdo dos chamados Sistemas Aquosos Bifasicos.

2.2.1 Tipos de Sistemas

H& uma grande variedade de polimeros hidréfilos, naturais ou sintéticos, capazes de
formar fases quando misturados com um sal ou outro polimero. Os Sistemas AQu0S0S
Bifasicos mais utilizados sdo formados por PEG + Dextrana ou PEG + sais, pois estes
possuem como vantagens a disponibilidade em grande quantidade no mercado e também por
serem atdxicos. Porém, para uso em escala industrial o custo da Dextrana € muito elevado.
Por isso, o sistema PEG + sal tem sido utilizado para extracdo de enzimas em larga escala,
principalmente por possuir aumento na seletividade e reducgéo da viscosidade.

Simultaneamente estes sistemas possuem restricbes como a desnaturacdo de
biomoléculas, principalmente quando altas concentracdes de sal sdo empregadas. Para
solucionar estas limitacdes, novos substitutos estdo sendo utilizados no lugar de Dex ou do
sal, por exemplo, o hidroxipropilamido (HPS) + PEG, maltodextrina (MD) + PEG, goma de
castanheira (CTG) + PEG. Outros sistemas, estudados atualmente, sdo compostos por PPG ou
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copolimero tribloco de PEG — PPG + 4gua + sacarideo de baixa massa molar como glicose e
maltose. Estes SAB’s sdo empregadas principalmente na separacdo de determinados
componentes que nao toleram a presenca de sais, além disso, observou-se que o aumento da
regido bifasica nestes sistemas € causado pelo aumento da massa molar (ZHANG, et al.,
2014).

Na Tabela 1 séo apresentados alguns Sistemas Aquosos Bifasicos tipicos.

Tabela 1 — Exemplos de Sistemas Aquosos Bifasicos.

Polimero Polimero

Polipropilenoglicol Polietilenoglicol (PEG) Dextrana (Dx) Polivinil alcool
(PVA) Maltodextrina (MD) Dextrana (Dx) Ficoll
Hidroxipropil-amido (HPS) Polivinil alcohol (PVA)

Polietilenoglicol Polivinil pirrolidona (PVP) Maltodextrina (MD)

Polimero Componente de baixa massa molar

Polietileno glicol e Sais inorganicos: (NH4)2SO04, NH2CO2NHa4, NazHPOg,

copolimeros K2COs, K3POs, KoHPO4, KH2PO4, NaxSOs, Li2SOs,
FeSO4, NasCit, Glicose, maltose Sais inorganicos:

Polietileno K2HPO4, KH2PO4 Glicerol

glicol

Polipropileno

glicol

Fonte: Zaslavsky (1995).

2.2.2 Componentes dos Sistemas Aquosos Bifasicos

Nesse trabalho usou-se o sistema aquoso bifasico do tipo PEG/citrato de sodio e agua,
que tem sido muito utilizado para aplicacdes de purificacdo, pelo baixo custo dos
componentes (ALVES et al., 2008).

o Polietilenoglicol (PEG): O polietilenoglicol, HO-(CH,-CH2-O)n-H, é um
polimero ndo i6nico, sintético, hidrofilico usado em muitas aplicagdes bioquimicas e
industriais como de plasticos, embalagens, fibras, adesivos, tintas e esmaltes.

Devido ao seu carater nao toxico, esse produto quimico pode também ser empregado
em cosméticos, alimentos e produtos farmacéuticos. E utilizado também na separacdo de
macromoléculas bioldgicas por meio da extragdo liquido-liquido e da precipitacdo. Devido a
todas estas aplicacdes, 0 PEG se tornou o polimero mais amplamente utilizado em solucdes
aquosas de moléculas bioldgicas. Além disso, este pode ser considerado o melhor agente

precipitante na producdo de cristais de proteinas, etapa fundamental na determinacdo da
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estrutura molecular das mesmas (ANNUNZIATA et al., 2002).

o Citrato de Sodio: O citrato de sédio é um sal de sédio, com férmula quimica
Na3CeHs07, produzido a partir do &cido citrico por neutralizagdo total com uma fonte de sédio
de alta pureza. Tem natureza estabilizante ou emulsificante, favorece e mantém as
caracteristicas fisicas das emulsdes e suspensdes. A temperatura ambiente se apresenta como
um solido branco e inodoro. Possui densidade de 1,76 g.cm™ e um valor de solubilidade, em
25 °C, igual a 425 g.Ll. E utilizado na industria alimenticia, como sequestrante e
anticoagulante de queijos, na industria farmacéutica como coagulante de sangue, em solucGes
de glicose, em fotografias, entre outros (ROSSETTI, 2006).

2.2.3 Diagrama de Fases

O diagrama de equilibrio ou diagrama de fases é uma representacdo grafica dos dados
de equilibrio das fases, ferramenta essencial para aplicacdo de SAB’s em estudos de particdo
de distintos analitos como metais, corantes, biomoléculas e surfactantes. Este representa
graficamente as composic¢Ges dos constituintes do sistema de cada uma das fases dos SAB’s,
podendo ser de forma triangular ou retangular (grafico cartesiano), sob temperatura e pressao
constantes. Em SAB’s sdo comumente utilizados diagrama de fases em coordenadas
retangulares, como demonstrado na Figura 3 (CARVALHO, 2017).

Figura 3 - Diagrama de fases representado em coordenadas retangulares.

\ —= Binodal E
30 4 \ P
C /
\\
b ; 2 Fases
7_)),_.,—-'_:7’

20 4
—= Linha de amarracéo

% PEG

% Sal

Fonte: Carvalho (2017).

A curva que divide a regido em duas fases é chamada curva binodal ou curva de
equilibrio (curva B-Pc-C), a partir dela pode-se verificar em quais composi¢Ges globais o
sistema € homogéneo e em quais é heterogéneo. Na regido acima da curva binodal ha

formacdo de duas fases e abaixo dela a mistura é totalmente miscivel. Os componentes
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presentes em maior quantidade na fase inferior séo representados no eixo das abscissas e 0s
presentes em maior quantidade na fase superior sdo demonstrados nas ordenadas. A
quantidade de agua, terceiro componente, é calculada por diferenca. A posicdo da binodal
varia de acordo com a natureza quimica do sal, o tipo e a massa molar do polimero, a
temperatura e o pH do meio. Os diagramas contém também as linhas sdo chamadas “tie-lines”
ou linhas de amarracdo (reta B-C), estas ligam pontos no diagrama e representam a
composicdo da fase superior e da fase inferior, quando estas estdo em equilibrio
termodinamico. Nestes sistemas, a composi¢do total da mistura dos componentes é
representada pelo ponto de mistura (A). Qualquer ponto global que esteja em uma mesma
linha de amarrag@o, como por exemplo, os pontos A, A’, A”, fornecerdo fases que possuirdo
propriedades termodinamicas intensivas iguais (densidade, volume molar, entalpia molar,
etc.) e as propriedades extensivas diferentes (massa, volume, etc.). Ao longo de uma linha de
amarracdo em direcdo a parte superior do diagrama, obtém-se maiores volumes de fase
superior e em direcdo a parte inferior do diagrama, obtém-se maiores volumes de fase inferior
(CARVALHO, 2017).

A partir do comprimento da linha de amarracdo (CLA) é possivel obter um importante
parametro termodinamico, frequentemente utilizado para medir a diferenca das propriedades
intensivas entre as fases em equilibrio e estd diretamente relacionado ao coeficiente de
particdo (K) de determinado material. Este parametro é calculado a partir das diferencas nas
concentracdes dos componentes em cada fase, como demonstrado na Equacdo 1 (DA SILVA
et al., 2006).

CLA = [:C ® - Cpc\l]]uﬁ + (Csalﬁ_ Csal]jl}j (1)

pol

em que Cpol® € Cpol' $80 as concentragdes de polimero (% (m/m)) e Csa® e Csa' S0 as
concentracdes do sal (% (m/m)) nas fases superior e inferior, respectivamente. Quanto maior
o valor do CLA, maior é a diferenca de composicdo entre as fases, elevando,
consequentemente, a eficiéncia na extragdo e/ou particdo do soluto de interesse. Porém,
quanto menor o valor do CLA, menores sdo as quantias necessarias de polimero e sal para
formagé@o de um SAB, 0 que se torna vantajoso no ponto de vista econdmico e de aplicacdo
(CARVALHO, 2017).

Com a reducdo sucessiva do comprimento das linhas de amarragéo, € alcancado no

diagrama de fases o ponto critico (Pc). Neste ponto as duas fases apresentam teoricamente as
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mesmas propriedades termodinamicas intensivas, composicdo e volume, e podem fornecer
coeficiente de particdo igual a 1. Porém, proximo deste ponto, pequenas alteracbes na
composigdo do sistema provocam mudangas extremas, levando o sistema de uma para duas
fases e vice-versa (ALBERTSSON, 1986).

Outra caracteristica importante em um diagrama de equilibrio, é a inclinacdo da linha
de amarragdo (ILA). Esta permite inferir o efeito das propriedades fisico-quimicas, como
temperatura e massa molar, na composicdo do sistema. Seu valor expressa a proporcao de
compostos a serem usados na formacdo de duas fases e pode ser calculado conforme
demonstrado pela Equacdo 2 (CARVALHO, 2017).

G FS_c  |FI
_ al ol
[LA = BB )
sal sal

Onde, Cpol € Csa sd0 as concentracGes do polimero e sal, e os sobrescritos FS e Fl

representam a fase superior e fase inferior, respectivamente.
2.2.4 Coeficiente de Particdo

O coeficiente de particdo (Ky) é um parametro termodindmico que indica o sentido
preferencial de particdo do analito entre as fases do sistema. Este é definido como a razéo da
atividade do soluto da fase superior pela atividade do soluto na fase inferior. Porém, em
estudos relacionados com particdo, usualmente emprega-se o analito em pequenas
concentracdes e nesses casos considera-se que o soluto esteja infinitamente diluido. O
coeficiente de atividade sob essa condi¢cdo, empregado para corrigir o valor da concentracéo,
tenderd a 1 e o valor da atividade ser& aproximado ao da concentracdo (DE BRITO, 2007).

A distribuicdo distinta da bioparticula entre as duas fases é resultante das interacfes
entre 0 soluto e os demais componentes, como polimeros, dgua e/ou sais inorganicos,
presentes nas duas fases que coexistem em equilibrio. O valor de K, é influenciado por
diversas propriedades fisico-quimicas do sistema e do polimero, depende das caracteristicas
da biomolécula como: tamanho, conformacdo, composicdo, presenca de carga elétrica e
hidrofobicidade. Além disto, outras propriedades também contribuem nesta distribuicdo, por
exemplo, a natureza quimica dos componentes formadores dos SAB’s, massa molar,

concentracdo dos polimeros, a presenca de ligantes ao longo da cadeia polimérica que possam
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interagir especificamente com sitios da proteina, pH e temperatura (SILVA, 2009)

2.3 Fatores que Influenciam a Formacao e Particdo em SAB

2.3.1 Efeito da Temperatura

Segundo Maharjan et al. (2008), a temperatura € a propriedade mais estudada em
sistemas poliméricos responsivos, sendo esta um importante fator em relacdo a particdo dos
biocompostos. Para sistemas de fases distintas e dependendo do polimero utilizado, o efeito
da temperatura na particdo do biocomposto modifica, como por exemplo, o particionamento
de proteina no sistema PEG- poli (acido acrilico), no qual se percebe a diminuicdo do
coeficiente de parti¢do e do rendimento de extracdo com o aumento da temperatura.

A percepcdo da influéncia da temperatura sobre a particdo de biomoléculas ocorre de
forma indireta e pode levar a mudanca na viscosidade das fases ou na estrutura dos polimeros,
alterando a forma da curva binoidal no diagrama de fases. Além disso, é um importante fator
em relacdo a solubilidade de um polimero. A alteracdo da temperatura possui maior influéncia
em sistemas cuja composicdo se aproxima do ponto critico, devido a instabilidade inerente
nesta regido. Com o aumento da temperatura, em SAB’s PEG + sal ha o aumento na
inclinacdo das linhas de amarracdo, j& com a diminuicdo desta, cria-se uma tendéncia de
deslocamento da curva binoidal para regides mais concentradas de PEG e sal (LUCAS et al.,
2001).

2.3.2 Efeito do pH

O pH é uma propriedade que altera as cargas da superficie dos biocompostos e
consequentemente o seu coeficiente de particdo, como por exemplo, a desnaturagdo da
proteina devido a reducdo do pH. Esta diminui¢cdo do pH desloca a curva de equilibrio para a
direita e aumenta as concentracdes necessarias de polimero e sal para a formacdo de duas
fases liquidas e diminui o coeficiente de particdo (DA SILVA et al., 2006).

Os polimeros que respondem a variacdo de pH sdo nomeados polieletrdlitos, ou seja,
sdo macromoleculas que quando dissolvidas em meio aquoso ou solvente ionizante, se
ionizam gerando ions. Estes experimentam grandes reajustes nas interacdes polimero-
polimero e polimero-solvente, mesmo em pequenas mudancas de pH do meio. Em virtude da

repulsdo eletrostatica entre as cargas de mesmo sinal presentes nas cadeias poliméricas, a
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macromolécula se expande, mas se 0 solvente ndo permitir a ionizacdo, a cadeia soluvel
permanece em estado compacto, e estas moléculas ndo ionizadas se forem hidrofobicas
formam gldbulos e precipitam. Estes polimeros sdo divididos em polidcidos e polibases,
podendo doar e aceitar protons.

Os poliacidos possuem grupos &cidos nas suas cadeias poliméricas que sao
desprotonados quando o pH fica acima do pKa, ou seja, em solucdes basicas. Os hidrogénios
acidos gerados combinam com a hidroxila do meio, formando moléculas de agua. A
densidade de cargas do mesmo sinal dentro da rede polimérica é aumentada, assim como o
aumento da concentracdo de cétions no hidrogel, dando origem a pressdo osmotica e
promovendo entrada de agua no interior da rede polimérica. Como consequéncia, aumenta-se
a interacdo entre polimero e solvente. Os grupos responsivos aceitam proétons em pH baixos e
os libera em pH alto. Portanto, sdo transformados em polieletrolitos a pH alto com forcas de
repulsdo eletrostatica entre as cadeias moleculares dando impulso e governando a precipitacdo
e solubilizacdo destas cadeias moleculares.

Ja as polibases, possuem em suas estruturas grupos amina em suas cadeias laterais que
sdo protonados em valores de ph inferiores ao pka, e passam por um processo de precipitacdo
em ph superiores devido a desprotonacgdo dos grupos amino. Estes grupos ganham proétons sob
condicdo &cida e os liberam sob condicao basica (LUCAS et al., 2001).

2.3.3 Efeito da massa molar

A massa molar do polimero exerce influéncia sobre a particdo, alterando o
equilibrio e 0 numero de interagcdes entre o polimero e o biocoposto. Normalmente, o
aumento da cadeia polimérica, que enriquece uma das fases, causard a emigracdo do
biocomposto para a outra fase, reduzindo o coeficiente de particdo. Este aumento provoca
alteracbes na entropia configuracional e na hidrofobicidade (quanto menor a massa molar
do polimero menor o seu carater hidrofobico) da fase rica do polimero, diminuindo assim
a contribuicdo entrépica para a minimizacdo da energia de Gibbs. Porém, este efeito
diminui com o aumento da cadeia polimérica. O efeito da alteracdo da massa molar de
um polimero é dependente da massa molar do biocomposto a ser separado. Por exemplo,
proteinas com grande massa molar sdo mais influenciadas por mudangas da massa molar
do polimero do que as proteinas de baixa massa molar (ZHANG et al., 2014).

Quanto maior a massa molar do polimero formador do SAB menor sera a

concentracdo de sal, requerida para que ocorra a separacdo de fases. Este comportamento
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é observado tanto para sistemas polimero-polimero-agua quanto para sistemas polimero-
sal-4gua. Através da reacdo de equilibrio, esperava-se que a adicdo de PEG de maior massa
molar resultasse no favorecimento da interacdo sal-PEG e consequentemente aumento da
quantidade de sal a ser adicionada ao sistema para que ocorra a separacao de fases.

Por outro lado, o aumento da cadeia do polietilenoglicol diminui o grau de liberdade
da molécula, diminuindo a entropia configuracional e, consequentemente, a entropia de
mistura do sistema. Simultaneamente, o aumento do tamanho da molécula do polimero ou a
concentracdo da solucdo provocam o enovelamento da cadeia da macromolécula,
aumentando a entropia conformacional. As ligacdes carbono-carbono no polimero passam
da forma TRANS para a CIS (mais energética) aumentando a sua entropia. Este processo
de enovelamento resulta na diminuicdo do namero de sitios disponiveis as interacdes, 0
que contribui para que a cadeia do polimero sature com menor quantidade de sal
(CAMPOS, 1997).

2.4 Aplicaces de Sistemas Aquosos Bifasicos

Os sistemas aquosos bifasicos possuem diversas aplicacdes, sendo a principal delas a
separacdo e purificacdo de diferentes biomoléculas, como as enzimas (PORTO et al., 2011),
0os aminodcidos (SALABAT et al., 2011), antibiéticos como o ciprofloxacino 28
(MOKHTARANI et al., 2008) e antocianinas (WU et al., 2011), compostos de aroma como a
vanilina (CLAUDIO et al., 2010), antioxidantes (REIS et al., 2012), alcaléides (PASSOS et
al., 2013) e proteinas de soro lacteo e insulina suina (Alves et al., 2000).

Na Tabela 2, demonstra alguns sistemas mais adequados para separacao e recuperagao

de certas biomoléculas com potencial de aplicacdo a nivel industrial.

Tabela 2 - Aplicacdo de Sistemas Aquosos Bifasicos.

Biomolécula SAB
BSA e ovalbumina PEG — Dextrana
Endopoligalacturonase PEG- Polivinil alcool
Amiloglucosidase PEG- Na2S0O4
B-galactosidase, lisozima PEG- Dextrana
Alcool deidrogenase PEG- Hidoxipropil-amido (HPS)
Lisina, glicina PEG- Dextrana

Fonte: Coimbra et al. (2003).
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O maior uso dos Sistemas Aquosos Bifasicos tem sido na etapa de concentracdo e no
processo de purificagdo de proteinas. Além disso, outros segmentos aplicam esta técnica de
separacdo, como por exemplo, em tratamento de efluentes industriais, na indudstria de papel e
celulose, em compostos aromaticos de 6leo cru. Sdo também utilizados na remocao de ions
metalicos e poluentes organicos do meio ambiente. Os processos utilizando SAB’s em etapas
de recuperacao priméria de produtos de interesse biotecnoldgico sdo também uma importante
opcao para novos bioprocessos associados a industria farmacéutica (GRABER et al., 2000).

Devido a necessidade de se remover arsénio (As) do meio ambiente, Carvalho et al.
(2017) estudou a utilizacdo de Sistemas Aquosos Bifasicos na extracdo do &cido
monometilarsénico (MMA). Foram obtidos dados de equilibrio liquido-liquido para SAB
compostos por 6xido de polietileno (PEO 400) + K>COs + agua, PEO 400 + Na>COs + agua e
PEO 400 + KSCN + agua a 10, 25 e 40 °C. Para os sistemas PEO 400 + sais de carbonato +
agua o aumento da temperatura promoveu um aumento da regido biféasica, demonstrando que
0 processo de separacdo de fases para estes dois sistemas € entropicamente dirigido, sendo
este, um comportamento comum na formacao de SAB.

Diferentemente dos SAB’s compostos por polimero e sal, o sistema composto por
KSCN apresentou 0 sal como componente majoritario do sistema e ambas as fases também
enriquecidas neste componente. Com os resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que
foi possivel atingir 100% de extracdo de MMA utilizando SAB, sendo o sistema formado por
PEO 400 + Na2SO4 + H20 em pH 1 o0 mais eficiente para a extragdo do metal.

Dentre os diferentes estudos recentes, Borges et al. (2018) obteve como objetivo de
seu trabalho desenvolver uma metodologia eficiente para a extracdo de ions metalicos de
cobre utilizando Sistemas Aquosos Bifasicos explorando o perfil da massa molecular
adequada do polietilenoglicol (PEG) a partir de diferentes massas moleculares 400, 1000,
1500, 4000 e 8000 g.mol+ Na,SOs. Os resultados mostraram que o aumento da massa
molecular até 4000 g.mol™ favoreceu a particdo do ion metalico, além disso, com o uso de
sistemas compostos por PEG 4000 (15%m/m) + Na.SO4(12%m/m) + KI como agente extrator
foi possivel recuperar 92% de Cu(ll).

Rabelo et al., (2004), estudou a separagdo da bromelina, enzima obtida a partir do
fruto e caule do abacaxi, utilizando-se Sistemas Aquosos Bifasicos formados por oxido de
polietileno (PEO) - 6xido de polipropileno (PPO) - 6xido de polietileno (PEO). Os resultados
obtidos indicaram que houve, sob condigdes adequadas, uma purificacdo adequada da enzima
diretamente a partir do seu meio de obtencdo, mantendo-se boa atividade enzimatica e a

possibilidade de aplicacdo tecnoldgica.
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Silva et al., (2017), estudou a influéncia da concentracdo de PEG sobre a particdo de
acido propibnico. Neste trabalho utilizou-se o sistema PEG 1500/citrato de sédio com pH
fixado em 7, as concentracbes de PEG 1500 variaram entre 16,7; 21 e 25,2%m/m e a
concentracdo de citrato ficou fixada em 13,5%m/m. Os resultados obtidos mostram que
nessas condig¢Bes o acido propiénico tem muita afinidade com a fase rica em PEG, podendo
ser viavel uma purificacdo desse acido usando sistemas aquosos bifasicos.

Michel et al., (2015), empregou o sistema aquoso bifasico composto por liquido
idnico constituido por [Camim][CI] e sal K,HPO, para particionar as proteinas a-
lactalbumina, B-lactoglobulina e lactoferrina existentes no soro do leite. Os valores de
eficiéncia de extracdo obtidos foram acima de 87%, indicando que as proteinas migraram
principalmente para a fase rica em liquido i6nico (fase superior). Concluiram que esse
SAB’s salino com o liquido i6nico pode ser considerada uma alternativa promissora para a

extracdo de proteinas de soro de leite.

2.5 Métodos de Recuperacéo e Purificacdo do Acido Propidnico

Um tipico processo para a producdo de um bioproduto por fermentagdo microbiana
consiste no cultivo, fermentacdo, recuperacdo do produto, concentracdo e purificagcdo. A
recuperacdo do produto é a principal limitacdo em relacdo ao impacto econémico dos
produtos provenientes da fermentacdo (SUWANNAKHAM, 2005).

Por isso, inimeros métodos de separacdo e purificacdo de acidos organicos tém sido
estudados, como a extracdo por solvente, processos de separacdo com membranas (osmose
reversa, ultrafiltracdo e eletrodialise), membranas liquidas surfactantes, destilacdo reativa,
cromatografia, adsorcdo, entre outros. Porém, diversos fatores ainda limitam a aplicacdo
dessas tecnologias em escala industrial, tais como elevados custos com equipamentos,
recuperacdo de solventes, niveis de toxidez, impacto ao meio ambiente e elevado gasto
energético (SILVA, 2009).

O Quadro 1 apresenta alguns métodos de separagdo e recuperacdo de acidos

carboxilicos obtidos por fermentagao.
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Quadro 1 - Métodos de separagdo-purificacdo dos &cidos carboxilicos do vinho de

fermentacao.

Método Descrigdo

Vantagens

Desvantagens

CaCO; é adicionado no meio
para neutralizar o acido. A
solucdo de carboxilato de

Precipitacdo

Baixas impurezas no
produto; baixo custo
de investimento; alto

Requer o uso de H.SO, para a
liberacdo do acido carboxilico, que
gera CaSO4, um residuo sélido que

calcio é concentrada por  rendimento. é depositado em aterros.
evaporagdo, cristalizada e
separada da agua mée.

Destilacio NHs; é usado para neutralizar Produto de elevada Requer a hidrélise de ésteres e
acido. Carboxilato de aménia pureza; o subproduto destilacdo para separar o alcool a
entdo reage com alcool para (NH4).SOs pode ser partir de &cido carboxilico. Elevado
formar éster, que é separado por usado como um investimento e custos de energia
destilag&o. fertilizante. associados com a destilagdo, requer

economia de escala.

Extracdo  Uso de solventes organicos Baixo custo, alto A solucdo precisa ser acidificada para
para extrair acido carboxilico  rendimento, melhor  permitir extragdo eficiente do &cido
do caldo. para a producéo de sal ~ carboxilico livre. Extratante precisa

carboxilato. ser regenerado por destilacdo ou re-
extracdo (stripping).

Adsorcdo  Usualmente usam-se resinas Facil operacédo Baixa capacidade de adsorcdo, alto
de troca ibnica para custo da resina, exige intensa energia
adsorver ions carboxilatos para regeneracdo da resina, separacdo
do caldo. ndo é altamente seletiva.

Eletrodidlise Corrente elétrica é aplicada Carboxilato ¢ Pureza do produto é baixa e pode
para mover os ions carboxilato concentrado na solugdo exigir purificacdo adicional; grande
negativos através de membrana aquosa, ndo requer consumo de energia; membrana pode

de troca anibnica para o anodo
no eletrodializador.

adicdo de é&cido para
ajustar o pH da solucédo

incrustar; dificil de realizar o scale
up.

Fonte: Yang et al., (2007).

Dentre as metodologias citadas para separacdo e purificacdo de acidos organicos

obtidos por fermentacdo, como o acido propidnico, o método tradicional é representado pela
precipitacdo com hidroxido de calcio. Porém, este método apresenta um grande consumo de
reagente e gera uma significativa quantidade de residuo solido, o que corresponde a cerca de
65% do custo do produto final.

Em razdo disso, a técnica mais estudada é a extracdo liquido-liquido reativa, onde se
utiliza, em geral, uma amina como substrato (HESTEKIN et al., 2002).

Um exemplo de trabalho envolvendo esta técnica foi realizado por Hestekin (2002).
Ele utilizou o principio da recuperacdo por aminas terciarias através da reagdo com extracao.
A recuperagio do acido propidnico (presente na faixa de concentracdo de 0,05-0,4 kmol/m® na
fase aquosa) por extracdo reativa foi estudada usando tri-n-octil amina (TOA) em diferentes
diluentes (n-heptano, éter de petréleo, acetato de etila e alcool oleilico) a 305 K. Verificou-se
que solventes convencionais (n-heptano, éter de petroleo e alcool oleilico), exceto acetato de

etila, ndo sdo agentes de separacdo adequados para o acido propibnico. Por outro lado, o
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diluente TOA + fornece extracdes em todas as faixas de concentragdo do &cido, sendo que o
alcool TOA-oleilico o que fornece a maior extracao.

A eficiéncia da extracdo liquido-liquido depende da escolha do solvente extrator.
Além disso, esta técnica possui algumas desvantagens como o consumo de grande quantidade
de reagentes, dificil recuperacdo de compostos oriundos desta fermentacdo e toxidez dos
componentes da fase orgéanica (PAYNE, SMITH, 1993).

Ha também outro tipo de processo de separacdo frequentemente estudado, no qual
utiliza-se membranas que agem como uma barreira seletiva. Como exemplo de estudos, o
autor Habert, dedicou-se a separagdo de acido propionico utilizando difusdo em um sistema
hibrido multimembrana (MHS). O sistema de membrana é composto por duas membranas
poliméricas hidrofilicas, fortemente basicas ou acidas, separadas por uma membrana liquida a
granel hidrofébica. Pode-se concluir através deste trabalho, que a extracdo de acidos
carboxilicos com o uso do MHS é um processo estavel, permitindo um desempenho
prolongado (HABERT et al., 1997).

Ha algum tempo vém-se estudando técnicas mais modernas, e menos onerosas, para a
recuperacdo do acido propidnico. As técnicas mais usadas podem ser divididas em métodos
fisicos, quimicos e fisico-quimicos. Dentre eles podemos destacar como métodos fisicos:
spray-drying, extrusdo, cobertura por suspensao a ar, spray cooling e spray chilling, co-
cristalizacéo e extrusdo centrifuga; métodos fisico-quimicos: coacervacao (microencapsulacdo
em géis), aprisionamento por lipossoma e complexacdo por inclusdo e método quimico:
polimerizacdo interfacial (COIMBRA, 2003).

2.6 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

O delineamento de experimentos é uma ferramenta para melhoria de processo e um
plano formal para a conducdo do experimento. Séo testes conduzidos de forma planejada, em
que o resultado e a influéncia quantitativa ou qualitativa sobre uma variavel resposta
dependem de diversas varidveis controladas ou da combinacéo destas.

O planejamento de experimentos dependera principalmente da forma com que este é
estruturado e como sera realizado e sdo empregados com a finalidade de realizar melhorias de
produtos e processos, de forma que se reduza o numero de testes da investigacdo
experimental, bem como o uso de recursos materiais e financeiros (MONTGOMERY, 1991).

Ha diversos planejamentos que podem ser executados e a escolha do planejamento

adequado dependera do numero de variaveis independentes envolvidas e o objetivo de estudo.
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Alguns exemplos de planejamentos, segundo Rodrigues e lemma (2009), sdo: planejamento
de Plackett e Burman; planejamento fatorial fracionario e completo; e delineamento composto
central rotacional (DCCR).

O planejamento experimental com delineamento composto central rotacional (DCCR)
visa otimizar o aproveitamento dos resultados experimentais diminuindo a quantidade de
ensaios necessarios para uma analise em um dado espago amostral. Essa metodologia de
alternancia entre as variaveis permite abordar um espaco amostral mais amplo com menor
quantidade de experimentos. O DCCR apresenta a varredura cruzada dos principais pontos de
interesse do espaco amostral, captando pontos dos vértices (referenciados por niveis -1 e 1),
pontos centrais (referenciados por nivel 0) e pontos extremos fora do espaco amostral inicial,
que permitem obter relagdes quadraticas para todas as varidveis estudadas. Ainda, a
formatacdo da equacgdo de ajuste quadratica das variaveis envolvidas fornece superficies de
resposta que constituem ferramenta Gtil na andlise e interpretagdo dos resultados obtidos
(SOUZA; AZEREDO: SILVA, 2018).
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos

do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras — UFLA.

. Reagentes

Acido citrico

Acido propi6nico (comercial)
Agua destilada

Citrato de Sodio

Hidrdoxido de Sddio
Polietilenoglicol 1500 g/mol

. Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento — QUIMIS, modelo Q261

Balanca analitica — MARTE, modelo BL3200H

Centrifuga — FANEM, modelo Excelsa Il 206 BL

Incubadora Biochemical Oxygen Demand (B.O.D) — SOLAR, modelo SL223
Potenciometro digital de bancada - TECNOPON, modelo Mpa-210

3.1 Método

O estudo da particdo do &cido propiénico foi realizado usando-se o delineamento
composto central rotacional (DCCR), com duas variaveis independentes para compor o
sistema aquoso bifasico: concentracdo de polietilenoglicol (PEG) e concentracdo de citrato de
sodio.

Nas Tabelas 3 e 4, sdo apresentados os intervalos estudados para as duas variaveis e a
relacdo entre valores codificados e reais das variaveis independentes do DCCR,

respectivamente.
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Tabela 3 - Matriz do DCCR para 2 variaveis independentes em valores codificadas.

X1 X2
Tratamento [PEG 1500](%m/m) [Citrato](%om/m)

1 -1,00 -1,00
2 1,00 -1,00
3 -1,00 1,00
4 1,00 1,00
5 -1,41 0,00
6 1,41 0,00
7 0,00 -1,41
8 0,00 1,41
9 0,00 0,00
10 0,00 0,00
11 0,00 0,00

Fonte: Do autor (2020).

Tabela 4 - Relacdo entre valores codificados e reais das variaveis independentes do DCCR
para o sistema PEG1500/citrato de sodio/agua.

Niveis
Variaveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
PEG 1500(%m/m) X1 16,7 18 21 24 25,2
Citrato(%om/m) X2 114 12 135 15 15,6

Fonte: Do autor (2020).

3.2 Preparo dos Sistemas Aquosos Bifasicos

Os Sistemas Aquosos Bifasicos foram preparados utilizando solugfes estoques de
PEG 1500 + &gua destilada (60% m/m) e citrato de sodio + agua destilada (30% m/m).

Figura 4 - Solugdes estoques de PEG 1500 (60% m/m) e citrato de sddio (30% m/m).

| ¢ IR |

Fonte: Do autor (2020).
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Ap0s a solubilizacdo destas solugdes, ajustou-se o pH de cada uma delas para 7,0. Este
ajuste foi obtido com auxilio de um pHmétro no qual, adicionou-se acido citrico concentrado
1M e hidroxido de sodio 1M para a reducdo ou aumento do pH de ambas solucdes,
respectivamente.

Figura 5 - Aparelho pHmétro utilizado para ajustar pH das solugGes.

Para a montagem de cada sistema foram utilizados cinco tubos de centrifuga com
volume de 12 mL. Com o uso de pipeta automatica, pesou-se, de acordo com concentragdo
estabelecida pelo delineamento, a solucdo estoque de PEG (formador da fase topo), seguida
da solucdo de citrato de sodio (formador da fase fundo) e 4gua destilada para completar os 12
mL.

Apbs este procedimento, os tubos foram inseridos em um agitador durante 5 minutos
e, em seguida para centrifuga, onde foram centrifugados a 2000 rpm por 15 minutos. Apds a

centrifugacdo, os tubos foram levados a incubadora B.O.D, mantidos a 25 °C durante 24
horas.
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Figura 6 - Incubadora B.O.D.

Fonte: Do utor (2020).

Passado esse tempo, os tubos foram retirados da incubadora B.O.D, onde as fases
conseguiram atingir o equilibrio termodindmico. Posteriormente, aliquotas das fases
superiores e inferiores, assim como as fases brancas (amostras de controle) foram coletadas
com auxilio de uma pipeta automatica e armazenadas em microtubos. Os sobrenadantes foram

descartados.

Figura 7 - Tubos retirados da B.O.D com as fases em equilibrio termodinamico.
o

Fonte: Do autor (2020).
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A partir destes sistemas, foram formados outros sistemas de massa final de 10 g (5 g
da fase topo e 5 g da fase fundo) em tubos de centrifuga de 15 mL. Apds pesados, foram
adicionados 100 pL (0,0993 g) de acido propidnico de grau analitico.

Em seguida, estes foram agitados em um agitador de tubos durante 5 minutos e
centrifugados a 2000 rpm por 15 minutos. Terminada essa etapa, os tubos foram armazenados
novamente por 24 horas em incubadora B.O.D a 25 °C .

Apdbs 24 horas, os tubos foram retirados da incubadora B.O.D. Os volumes das fases
topo e fundo foram medidos. Posteriormente, as fases foram coletadas com pipeta automatica

e colocadas em microtubos, para determinacdo de acidez total e da relagcéo de fases.

Figura 8 - Amostras colocadas em microtubos.

7] g

S

Fonte: Do autor (202).

Para cada triplicata foram calculados o desvio padrdo (S.D) e os valores médios de
coeficiente de particdo. Os coeficientes obtidos experimentalmente foram submetidos a uma
andlise de variancia (ANOVA), no qual foi possivel visualizar o efeito dos fatores estudados
na variavel dependente. Os resultados foram analisados utilizando o programa Statistica 8.0
(STATSOFT, 2008), considerando-se um nivel de significancia de 5%.
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3.3 Determinacéo dos Coeficientes de Particdo

Os coeficientes de particdo foram calculados usando-se a Equacdo 3. Estes foram

utilizados para quantificar o grau de parti¢do alcancado no Sistema Aquoso Bifasico.

C
Kp = C—: 3)

em que Kp é o coeficiente de particdio do acido propidnico, Ct e Cr sdo as

concentragdes de acido total nas fases de topo e fundo em % m m, respectivamente.
Determinacéo das relagdes de fases

As interacdes intermoleculares entre os componentes do sistema aquoso bifasico sdo
0s principais responsaveis pela formacdo das fases do sistema. Essas mesmas interacdes
definem quais serdo as propriedades fisico-quimicas presentes em cada fase, tal como a
relagdo entre os volumes das fases.

A relacdo de fases é a razdo dos volumes da fase topo (V) e da fase fundo (V) apds o
processo de purificacdo (NANDINI, RASTOGI, 2011).

v
Re=y. @)

3.4 Determinacdo do Rendimento de Purificacdo do Acido Propionico

Para selecionar o melhor sistema de purificagdo, calculou-se o rendimento de cada
sistema. A equacdo 5 apresenta o calculo da recuperacdo do &cido propibénico, que foi

utilizada no desenvolvimento do trabalho.

AT(%) fundo*Vundo

Mzcido propisnico

Y (%) =

* 100 (5)

sendo, Y (%) o rendimento de purificacdo do &cido propidnico do sistema, AT(%)fundo
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¢ a acidez titulavel na fase fundo em %m/v, Viundo € 0 volume da fase fundo em mL e

Macidopropionico € @ massa de acido propidnico adicionada ao sistema em g.

3.5 Métodos Analiticos
3.5.1 pH

As determinac@es de pH foram realizadas com auxilio de um potencidmetro digital de
bancada, calibrado periodicamente antes da realizacéo das leituras com solucéo-tampéo de pH
4,0 e 7,0, segundo a metodologia AOAC (2012).

3.5.2 Acidez titulavel

As concentracfes de acido propibnico nas fases topo e fundo foram determinadas pela
acidez titulavel (AOAC, 2012). Inicialmente, em microtubos, pesou-se aproximadamente 1 g
das fases brancas (amostra controle) e das fases contendo acido propidnico. Posteriormente,
adicionaram-se trés gotas de Fenolftaleina 1% e 50 mL de agua destilada para iniciar a
titulagcdo. As amostras foram tituladas com solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M.

A acidez titulavel foi expressa em % (m v'!), conforme a Equagéo 6:

AT(%)=V f O’Zl M *10 ©

sendo, AT (% m v 4cido propionico) a acidez total, V (mL) o volume da solugéo de
NaOH utilizado na titulacdo, A (g) a massa da amostra, f o fator de correcéo da solucédo de
hidroxido de sodio (NaOH), 0,74 o fator de conversdo do acido propidnico e M (0,1 mol L?)

a molaridade da solucdo de NaOH utilizada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia descrita anteriormente foi empregada com o objetivo de estudar a
particdo do acido propidnico em um Sistema Aquoso Bifasico do tipo Pegl500/citrato. A
partir dos ensaios realizados, obtiveram-se os valores de acidez titulavel das fases topo e
fundo calculadas para cada sistema PEG1500/citrato de sodio, diminuindo o valor gasto de
hidroxido de sédio da amostra de controle (branco). A partir destes foi possivel determinar os
coeficientes de partigdo (Kp), 0 coeficiente de particdo medio (K, médio), rendimento e desvio
padrdo. Além disso, a partir da medi¢cdo dos volumes das fases topo e fundo, ap6s atingir o
equilibrio termodinamico, obteve-se a relagcdo de fases (Rf). Os resultados estdo apresentados

na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados para o sistema PEG1500/citrato de sddio/agua.

Ensaio PEG 1500 Citrato Kpmedio  Desvio Padréao Rf Rendimento
(Y%om/m) (%om/m) (Kp medio)
1 -1,00 (18,0) -1,00(12,0)0 0,62 0,14 1,16 56,27
2 1,00 (24,0) -1,00(12,0)0 0,47 0,09 1,13 58,26
3 -1,00 (18,0) 1,00 (15,00 0,36 0,05 1,08 43,08
4 1,00 (24,0) 1,00(15,00 0,30 0,01 1,16 65,39
5 -1,41 (16,7) 0,00 (13,5 0,43 0,05 1,13 63,00
6 1,41 (25,2) 0,00(13,5 0,28 0,03 1,07 67,17
7 0,00 (21,0) -1,41(11,4) 045 0,01 1,11 62,54
8 0,00 (21,00 1,41(156) 0,38 0,01 1,06 68,16
9 0,00 (21,00 0,00(13,5 0,39 0,03 1,13 62,54
10 0,00 (21,00 0,00(13,5) 0,37 0,03 1,06 67,19
11 0,00(21,0) 0,00(13,5) 0,42 0,03 1,06 66,70

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Kr — coeficiente de particdo médio do &cido propiodnico, Rf- relagdo de fases (2020).

4.1 Coeficiente de Particdo Médio

No sistema PEG1500/citrato de sodio, todos os valores dos coeficientes medios de
particdo do acido propidnico (Kp) foram inferiores a 1 e variaram entre 0,28 a 0,62. Este
resultado demonstra que 0 mesmo tem preferéncia pela fase inferior rica em citrato de sédio.
Comportamento similar foi observado por Ngome (2019), no qual os valores dos coeficientes
de particdo do acido propibnico puro (KAP), no sistema PEG1500/citrato, variaram de 0,32 a
0,78.

O maior valor do coeficiente de particdo de 0,62, referente ao Ensaio 1, corresponde
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ao sistema com 18% PEG e 12% de citrato de sodio (menores valores de concentracdo
utilizados de ambos os reagentes), e o menor valor do coeficiente de particdo foi 0,28,
referente a0 Ensaio 6, correspondente ao sistema com 25,2% PEG e 13,5% de citrato de
sodio.

No trabalho de Martins (2008), sobre particdo de betalaina em SAB’s, também houve
uma reducdo no coeficiente de particdo com o aumento da concentragdo do polimero. Este
comportamento pode ser atribuido a entropia conformacional como consequéncia da reducao
na densidade numérica da fase, pois quanto maior a massa do polimero menor sera 0 nimero
de moléculas de &gua por unidade de volume e consequentemente menor nimero de sitios
configuracionais. Em funcgéo disto, h4 uma maior dificuldade dos biocompostos formarem
novas interacbes com o PEG ocasionando reducdo destes na fase superior.

Os ensaios que possuirem os menores valores de Kp, ou seja, resultarem em uma maior
concentracdo e recuperagdo de acido propibnico na fase inferior sdo considerados os
tratamentos mais interessantes. Portanto, pelos resultados obtidos, os Ensaios 4 e 6 sdo 0s que
apresentaram as melhores condi¢oes.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os resultados obtidos por
Ngome (2013), que utilizou os mesmos componentes para formagdo de um SAB. No estudo
mencionado o maior valor do coeficiente de particdo (Ensaio 1) correspondeu ao sistema com
18% PEG e 12% de citrato de sodio, e os menores valores do coeficiente de particdo
corresponderam aos Ensaios 4 e 6, 0 mesmo ocorreu neste trabalho.

A partir dos dados experimentais, apresentados na Tabela 5, foram realizadas as
analises de regressdao mdaltipla através do programa estatistico Statistica, considerando
significativos os parametros com p<0,05 (demonstrados em negrito). Os resultados estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da regressdo para coeficiente de particdo do acido propibnico.

Regressdao  Erro t(5) p -95,%  +95,%
Padréo
Mean/Interc. 0,391 0,037 10,686 0,000 0,297 0,486

1 PEG1500 (%m/m)(L) -0,052 0,022 -2,305 0,069 -0,110 0,006
PEG1500 (%m/m)(Q) -0,005 0,027 -0,172 0,871 -0,073 0,064
2CITRATO (%m/m)(L) -0,066 0,022 -2,930 0,033 -0,124 -0,008
CITRATO (%m/m)(Q) 0,025 0,027 0917 0,401 -0,044 0,093
1L by 2L 0,021 0,032 0,646 0547 -0,061 0,102

Fonte: Dados da pesquisa (2020).




38

Na Tabela 6, sdo apresentados os coeficientes de regressdo para o coeficiente de
particdo do &cido propidnico (Kp). A partir destas anélises verificou-se que o termo linear da
concentracdo do citrato de sodio exerceu efeito estatisticamente significativo negativo em
nivel de 95% de confianca, resultado semelhante ao trabalho de Ngome (2019). Isso significa
que um aumento da concentracdo de citrato de sédio de 12% para 15% proporciona uma
diminuicdo da resposta (Kp), ou seja, aumenta a concentra¢do de acido propidnico na fase
inferior, comportamento interessante para uma possivel purificacdo de acido propionico.

Da Silva (2009) discutiu este diferente comportamento dos sais em termos do modelo
fundamentado numa interagdo entre o polimero e os diferentes cations. Baseado nesse
modelo, quando solucBes aquosas de PEG e sais sdo misturadas, o cation e 0s grupos
etilénicos do polimero interagem via os pares eletronicos livres do atomo de oxigénio
liberando algumas moléculas de dgua que antes os solvatavam em um processo governado
pelo aumento da entropia.

Com o incremento da concentragdo do eletrélito, a interacdo cation-polimero continua
até que ocorra a saturacao dos sitios da cadeia polimérica. Neste ponto, 0s ions s6 poderao
interagir com moléculas de &gua, reduzindo assim o grau de liberdade das mesmas e
consequentemente diminuindo a entropia do sistema. Assim, mesmo que o bissoluto apresente
interacbes entalpicas especificas com o polimero promovendo sua particio para a fase
superior, o coeficiente de particdo ira diminuir com o aumento da concentracdo do sal, uma
vez que estes competirdo com o biocomposto pela ligacdo dos sitios de reticulares do
polimero, bem como pelas moléculas de dgua daquela fase, tendendo o biocomposto entdo a
buscar possibilidades de ligacdo na fase inferior onde a densidade numérica é maior.

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA) encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Andlise de variancia dos resultados para coeficiente de particdo do acido
propiénico (Kp) para o sistema PEG 1500/citrato de sodio. (Ftab, 5%, 55 = 5,05)

Fonte de Variagédo SQ GL QM F P
Regresséo 0,06 5 0,0123 3,07 0,12
Desvios da Regressao 0,02 5 0,004
Total SS 0,08 10

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Para andlise do ajuste do modelo, sdo avaliados o coeficiente de determinacgdo (R?),
que foi igual a 0,75. Analisando os dados da Tabela 7, observou-se que o valor de F regressao,

ou seja, F calculado foi igual a 3,07 menor que o F tabelado (5,05), a 5% de significancia, isso
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significa que o ajuste do modelo para Kp aos dados experimentais ndo foi significativo. Por

isso, a superficie de resposta ndo pode ser gerada.

4.2 Relacdo de Fases

Na Tabela 5, também sdo apresentados os resultados das relagdes de fases (Rf). Os
valores variaram de 1,06 a 1,16, ou seja, nestes sistemas, o0 volume de fase superior sempre foi
maior que o da fase inferior.

A partir destes dados experimentais, foram realizadas as anélises de regressdo maltipla
para a variavel Rf através do programa estatistico Statistica, considerando significativos os

parametros com p<0,05, como demonstrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados da analise estatistica para a relacdo de fases (Rf) no sistema PEG
1500/citrato de sodio.

Regressao Erro t(5) p -95,% +95,%

Padréo
Mean/Interc. 1,085 0,024 44,954 0,000 1,023 1,147
1 PEG1500 (%m/m)(L) -0,005 0,015 -0,321 0,761 -0,043 0,033
PEG1500 (%m/m)(Q) 0,016 0,018 0,912 0,403 -0,029 0,061
2 CITRATO (%m/m)(L) -0,014 0,015 -0,960 0,381 -0,052 0,023
CITRATO (%m/m)(Q) 0,011 0,018 0,617 0,564 -0,034 0,056
1L by 2L 0,029 0,021 1,428 0,213 -0,024 0,084

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Dentro da faixa estudada, nem a concentracdo de PEG 1500, nem a concentracdo do
citrato de sodio, exerceram efeitos estatisticamente significativos em nivel de 95% de
confianca. Isso era esperado, pois dentre os ensaios realizados os valores das relagdes de fases
variaram muito pouco.

O coeficiente de determinacéo (R?) foi igual a 0,44. Quanto mais proximo o valor de
R? for da unidade, melhor os modelos empiricos se ajustam aos dados reais. Por outro lado,
qguanto menor o valor deste, menor a relevancia das variaveis independentes na explicacdo do
comportamento das variacdes (Lee et al., 2006). Portanto, com o resultado obtido, o ajuste do
modelo aos dados experimentais ndo poderia representar adequadamente a relagéo real entre

os fatores escolhidos.



40

4.3 Rendimento de Purificacdo do Acido Propionico

Os resultados encontrados para o rendimento de purificacdo no sistema
PEG1500/citrato de sddio sdo apresentados na Tabela 5, que demonstram quais ensaios
obtiveram maior recuperacdo do &cido propiénico. Os valores variaram entre 68,16% e
43,08%. O maior valor de rendimento corresponde ao sistema com 21% PEG e 15,6% de
citrato de sodio, e 0 menor valor corresponde ao sistema com 25,2% PEG e 13,5% de citrato
de sodio, referentes aos Ensaios 8 e 3, respectivamente. O ensaio no qual se utiliza maior
concentracdo de sal é referente ao maior valor de rendimento. Os resultados apresentados
neste estudo corroboram com os obtidos por outros autores como Kestekin (2002), que
estudaram a particdo do acido propiénico em SAB do tipo PEG-sal e observaram que a
eficiéncia de extracdo foi diretamente proporcional a concentracdo do sal, ou seja, a utilizacédo
de maior concentracdo de sal resultou na melhor extragéo.

Além disso, € possivel observar que os Ensaios que possuem 0s menores valores de
coeficiente de particdo medio, correspondem aos de maiores valores de rendimento (65,39 a
68,16%), 0 que era de se esperar. Valores semelhantes foram obtidos por Khayati (2013), seus
resultados indicaram rendimento experimental de extracdo do acido propidnico de 69,78%.

Baseado nos dados da Tabela 5, andlises estatisticas através do programa Statistica
foram realizadas, considerando significativos os parametros com p<0,05. Os resultados estéo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados da analise estatistica de efeitos sobre o rendimento de extracdo de
acido propidnico no sistema PEG 1500/citrato de sodio.

Regressao Erro t(5) p -95,% +95,%

Padrédo
Mean/Interc. 66,966 4,268 15,689 0,000 55,994 77,938
1 PEG1500 (%m/v)(L) 3,783 2,618 1,445 0,208 -2,946 10,512
PEG1500 (%m/v)(Q) -3,323 3,124 -1,064 0,336 -11,353 4,706
2 CITRATO (%m/v)(L) 0,232 2,618 0,088 0,933 -6,496 6,962
CITRATO (%m/v)(Q) -3,192 3,124 -1,022 0,354 -11,222 4,838
1L by 2L 5,079 3,697 1,374 0,227 -4,423 14,582

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

A partir destas andlises verificou-se que tanto a concentracdo do citrato de sddio

quanto do PEG 1500, ambos néo exerceram efeito estatisticamente significativo negativo em
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nivel de 95% de confianca. Resultados semelhantes foram obtidos por Khayati (2013), para
extracéo de acido propiénico em SAB do tipo PEG-sal. O projeto foi aplicado para avaliar os
efeitos de quatro varidveis independentes (concentracdo PEG 4000, concentracdo de sulfato
de amdnio, temperatura e concentracdo de acido propidnico), no qual os resultados indicaram
que a temperatura e a concentracdo de acido propiénico foram os principais fatores que
contribuiram para a extracdo do &cido propibnico, enquanto a concentracdo de PEG 4000,
todos os termos de interacdo, e todos os termos quadraticos nédo tiveram significancia.

O coeficiente de determinacio (R?) foi de apenas 53%, demonstrando que o ajuste da

regressao ndo foi satisfatério.
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5 CONCLUSAO

Analisando os resultados obtidos neste trabalho, pode-se constatar que é possivel
concentrar o &cido propidnico usando sistemas aquosos bifasicos tipo PEG/citrato de sodio,
tendo esse uma maior afinidade pela fase inferior, no caso, fase rica em citrato de sédio.

O menor valor obtido para coeficiente de particdo é referente ao tratamento 6, no qual
0 sistema é constituido por 25,2% PEG 1500 e 13,5% de citrato de sodio, situacdo mais
interessante para o processo da purificacao.

Ao analisar o rendimento, o melhor resultado obtido foi no Ensaio 8, correspondente
ao sistema com 21% PEG e 15,6% de citrato de sddio. O ensaio no qual se utiliza maior
concentracdo de sal é referente ao maior valor de rendimento.

A partir das analises estatisticas realizadas, os modelos das regressdes polinomiais nao se
ajustaram bem aos dados experimentais a 5% de significancia.

A Unica varidvel que exerceu efeito estatisticamente significativo foi a concentragdo do
citrato de sodio e sobre o K,. Esta possuiu efeito negativo sobre o coeficiente de partigéo,
sendo, portanto, preferiveis sistemas com maior concentracdo de citrato de sédio. Por outro
lado, para a relacdo de fases e para o rendimento de purificacdo nenhuma varidvel exerceu efeito
estatisticamente significativo.

Para se escolher o melhor tratamento, é necesséario avaliar os resultados tanto do
rendimento, quanto do coeficiente de particdo. De acordo com os resultados apresentados, 0s
melhores tratamentos analisando-se simultaneamente o rendimento da extracdo e o coeficiente
de particdo do &cido propidnico foram os Ensaios 4 e 6, no qual os sistemas sdo constituidos
por 24% PEG 1500, 15% de citrato de sodio e por 25,2% PEG 1500, 13,5% de citrato de

sodio, respectivamente.
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