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RESUMO

Sistemas aquosos bifasicos (SABs) sdo uma eficiente alternativa para a recuperagdo e
purificacdo de diversos bioprodutos. Os efeitos das particdes de biomoléculas nesses sistemas
sdo muito complexos e as diferentes teorias utilizadas para explicar os resultados experimentais
ainda s@o pouco compreendidas. Nesse contexto, o objetivo desta tese foi obter dados de
equilibrio liquido-liquido de diferentes tipos e caracteristicas para avaliar o comportamento de
particdo de duas proteinas modelos, a albumina de soro bovino (BSA) e a lisozima (LS), em
alguns desses sistemas. Os SABs estudados foram de dois tipos: polietilenoglicol (PEG 1500,
4000 e 6000) /sal (inorganico ou organico) e liquido i6nico (LI) ([bmim]BF4)/ sal (organico).
O estudo de parti¢do foi realizado apenas no primeiro tipo de sistema. Os sais utilizados foram
o acetato de sédio, citrato de sddio, citrato de potdssio, tartarato de sddio, tartarato de sédio e
potdssio, tiossulfato de sddio, fosfato dipotdssico e fosfato monopotdssico. Os sistemas com
tiossulfato de sédio e [bmim]BF4 foram avaliados nas temperaturas de 20, 30 e 40 °C, e os
demais SABs a 30 °C, mesma temperatura das particdes. Nos diagramas de fases destes
sistemas foram estudadas, dependendo do tipo de SAB, a influéncia da temperatura, da massa
molar do PEG e do pH. A qualidade das linhas de amarracao foi validada pelas equacdes de
Othmer e Tobias e Bancroft e a modelagem dos dados experimentais de ELL foi realizada
utilizando o modelo NRTL (Non-Random Two-Liquid), apresentando desvios globais médios
na faixa de 0,456 a 1,133%, com excecdo do SAB do tipo PEG1500/tiossulfato de sédio, cujo
desvio obtido foi de 1,781%. A capacidade de salting-out dos SABs formados por PEG e sal a
30°C foi verificada e comparada com valores de energia de Gibbs de hidratagdo (AGpyq) dos
anions dos sais de alguns sistemas. Os resultados de particio mostraram que os melhores
sistemas para separagdo da BSA e lisozima a 30°C foram, respectivamente, PEG 4000/ tartarato
de sddio e potassio e PEG 1500/ citrato de potassio, nos quais foram observadas eficiéncias de

extracdo entre 80 - 93 % para o primeiro e 94 - 98% para o segundo.

Palavras chave: Equilibrio liquido-liquido (ELL), Sistema aquoso bifasico (SAB), Extracao
liquido-liquido, Proteinas, Polietileno glicol (PEG).



ABSTRACT

Aqueous two-phase systems (SABs) are an efficient alternative for the recovery and purification
of several bioproducts. The effects of biomolecule partitions in these systems are very complex
and the different theories used to explain the experimental results are still poorly understood.
In this context, the objective of this thesis was to obtain liquid-liquid equilibrium data (LLE) of
ATPSs of different types and characteristics for apply them for the partition of two model
proteins, the bovine serum albumin (BSA) and the lysozyme (LS), in some of systems studied.
The studied ATPSs were of two types: polyethylene glycol (PEG 1500, 4000 or 6000) / salt
(inorganic or organic) and ionic liquid (IL) ([bmim] BF4) / salt (organic). Partitioning was
evaluated only on the first type of system, since this IL is hydrolysable, as detected later. The
salts used were sodium acetate, sodium citrate, potassium citrate, sodium tartrate, sodium and
potassium tartrate, sodium thiosulfate, potassium dihydrogen phosphate and potassium
hydrogen phosphate. The systems with sodium thiosulfate and [bmim] BFs were evaluated at
temperatures of 20, 30 and 40 °C, while the other ATPSs only at 30°C, the same temperature
of the partitions. In these systems, according to type of ATPS, the influence in the phase
diagrams of temperature, molar mass of PEG and pH were studied. Quality of the tie lines was
validated by the equations of Othmer-Tobias and Bancroft, and modeling of LLE experimental
data was performed using the NRTL model (Non-Random Two-Liquid), for which average
global deviations were between 0.456 and 1.133%, but for the ATPSs of type PEG1500/ sodium
thiosulfate the deviation was 1.781%. In addition, the salting-out capacity of ATPSs formed by
PEG and salt at 30°C was verified and compared with values of hydration Gibbs energy
(AGpyq) of the salts’ anions of each system. Results of the partitions showed that the more
suitable systems for BSA and lysozyme separation at 30°C were PEG 4000 / sodium and
potassium tartrate and PEG 1500 / potassium citrate, respectively, for which extraction

efficiencies between 80 - 93% for the first and 94 - 98% for the second were observed.

Key words: Liquid-liquid equilibrium (LLE), Aqueous two-phase systems (ATPSs), Liquid-
liquid extraction, Protein, Polyethylene glycol (PEG).
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1. INTRODUCAO

Sistemas aquosos de duas fases ou bifasicos (SABs) sdo frequentemente propostos
como um meio adequado de extracdo liquido-liquido para a separacdo de diversos compostos
quimicos, dentre eles produtos bioldgicos.

Os SABs mais comuns sdo gerados pela mistura de um par de polimeros hidrofilicos
(polimero /polimero), um polimero com um sal (polimero /sal) ou dois sais diferentes (sal /sal).
Esses sistemas foram propostos em meados do século XX e, desde entdo, tém sido considerados
como alternativas poderosas aos sistemas convencionais de extragdo liquido-liquido para o
isolamento de bioprodutos. Eles compartilham uma série de vantagens importantes, como
versatilidade, biocompatibilidade, baixo custo e excelente desempenho de purificagdo para uma
variedade de moléculas e produtos. No entanto, os SABs ainda carecem de uma aplicagcdo
significativa em escala industrial (PEREIRA e COUTINHO, 2020).

A extracao liquido-liquido usando sistemas de duas fases baseados em solventes
organicos € amplamente utilizada na industria quimica, mas ndo obteve amplo reconhecimento
no campo da biotecnologia devido a baixa solubilidade das proteinas nesses sistemas e a
tendéncia desses solventes em desnaturar tais biomoléculas (SANTHI et al., 2020).

Apesar dos grandes progressos em biotecnologia, o custo dos processos a jusante
ainda € um desafio para o sucesso dos processos comerciais de biomateriais (TAGHAVIVAND
et al., 2014). Em outras palavras, esses métodos mais comumente utilizados para purificar
materiais bioldgicos sdo, muitas das vezes, caros devido ao uso de varias unidades operacionais,
alto custo dos reagentes e dificuldades em aumentar a escala. Assim, o desenvolvimento de
métodos de purificacdo para a manutencdo da atividade bioldgica, sem os problemas
mencionados acima, tem atraido a atenc¢do dos pesquisadores. (MORADI e SHAHROUZI,
2020). SABs formados por liquido i6nico (LI)/sal e polietileno glicol (PEG)/sal tém se tornado
potenciais substitutos para esses sistemas tradicionais (PLOTKA-WASYLKA et al., 2017,
YAZDABADI et al., 2019).

SABs envolvendo PEG e sais apresentam vantagens devido ao baixo custo, rapida
separacdo de fases e baixa viscosidade. Além disso, sdo considerados benéficos
ambientalmente, disponiveis comercialmente e biocompativeis (HAMTA e DEHGHANI,
2017; HUANG et al., 2020). No entanto, em altas concentracdes do sal pode ocorrer
desnaturacdo de biomoléculas (PEREIRA e COUTINHO, 2020).

LIs sdo um grupo de sais formados por anions organicos ou inorganicos e cations

organicos volumosos com pontos de fus@o abaixo de 100 ° C (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al.,
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2019), apresentando, portanto, pressao de vapor baixa ou desprezivel a temperatura ambiente.
Por esse motivo, sdo considerados solventes ecol6gicos em comparagdo aos solventes organicos
convencionais (PLOTKA-WASYLKA et al., 2017).

Os SABs formados por LI e sal s@o vantajosos devido a auséncia de solventes
organicos volateis, eficiéncia de extracdo elevada, ambiente suavemente biocompativel, além
de apresentarem pouca formacao de emulsao (GONZALEZ-MARTIN et al., 2019). Portanto,
a sustentabilidade ambiental desses sistemas combinada com as propriedades tnicas dos LlIs
gera uma promissora metodologia biocompativel de extracdo (VENTURA et al., 2017). No
entanto, apesar de serem descritos como plataformas promissoras para a extraciao e separacdo
de proteinas, LIs baseados em imidazdlio podem suscitar algumas preocupacdes de
biocompatibilidade e biodegradabilidade (BELCHIOR et al., 2020).

Os principais fatores que influenciam a particao de biomoléculas, ainda sao muito
complexos e pouco compreendidos. Varios estudos tedricos e experimentais tentaram revelar e
desenvolver modelos e relacdes termodinamicas para caracterizar os mecanismos de separacao
de fases e particionamento de solutos. No entanto, seu amplo uso ainda foi limitado devido a
sua complexidade e ao nimero de combinagdes possiveis (PEREIRA e COUTINHO, 2020).

Portanto, sdo necessdrios esforcos adicionais para revelar completamente a natureza
desses sistemas e, assim, permitir o desenvolvimento de modelos preditivos de separacdo de
fases. Da mesma forma, considerando a infinidade de solutos que podem ser particionados
/separados com essas plataformas e prevendo a implementagdo em larga escala, o
estabelecimento de modelos confidveis para prever o particionamento de solutos é de extrema
importancia (PEREIRA e COUTINHO, 2020). Neste contexto, este trabalho propde o uso de
diferentes tipos de SABs para um melhor entendimento desse complexo comportamento de

particao de bioprodutos.

1.2 - OBJETIVO GERAL

O objetivo geral foi estudar experimentalmente SABs de diferentes tipos e
caracteristicas para disponibilizar na literatura um amplo material experimental que possibilite
a avaliacdo do comportamento de particdao de diversos solutos, tais como proteinas, farmacos,
metais, dentre outros. E, além disso, analisar o comportamento de parti¢do de proteinas modelo

em sistemas aquosos formados por PEG e sais.
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1.3 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo geral desta tese foi alcancado a partir de duas etapas:

v Determinag¢io dados de equilibrio liquido-liquido de SABs formados por liquido idnico
([bmim]BF4) e sais (acetato de sddio, tartarato de sédio e citrato de s6dio) ou PEGs
(1500, 4000 ou 6000) e sais (tiossulfato de sddio, citrato de potdssio, citrato de sédio,
tartarato de sédio, tartarato de sédio e potdssio, fosfato monopotdssico e fosfato

dipotéssico) em diferentes temperaturas (20, 30 e 40 °C);

v' Andlise da parti¢do da albumina de soro bovino (BSA) e lisozima (LS) em alguns dos

sistemas do tipo PEG/sal obtidos experimentalmente a 30°C.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

SABs sao conhecidos desde o final do século 19. Em 1896, Beijerinck descobriu
que solugdes aquosas de gelatina e dgar ou gelatina e amido soldvel, misturadas em uma dada
faixa de temperatura e concentra¢io, formavam misturas turvas que, em repouso, separavam-
se espontaneamente em duas fases liquidas limpidas. A fase mais densa era rica em dgar (ou
amido) e a fase superior em gelatina, sendo que a d4gua era o componente majoritario em ambas
as fases (GHAFFARI, et al., 2019).

Posteriormente, estudos realizados por Ostwald e Hertel (1929) constataram que
amidos de diferentes fontes geravam diagramas de fases distintas. Esta descoberta permitiu
concluir que pequenas variaches nas interacdes moleculares tém influéncia sobre as
composi¢cOes das fases em equilibrio. Em 1947, Dobry e Boyer-Kawenoki concluiram que o
processo de separacgdo de fases poderia ser obtido pela combinacao de varios tipos de polimeros
(OLIVEIRA et al., 2018).

Em 1958, Albertsson prop0s sistemas de duas fases compostos por polietilenoglicol
(PEG) e dextrana para a separacdo de proteinas, peptideos, dcidos nucleicos, e outros
(ALBERTSSON, 1958). Além da mistura do tipo polimero/polimero, esse pesquisador também
formou SABs misturando um polimero e um sal inorganico (ALBERTSSON, 1986; GOMEZ
e MACEDO et al., 2019; RESCHKE et al., 2014).

Tiselius et al. (1963) deixaram evidente a grande potencialidade de aplicagdo dos
SABs quanto a particdo ou purificagdo de materiais, desde proteinas até células. Como o
solvente € a 4gua em ambas as fases e geralmente se encontra presente em grande quantidade,
estes sistemas fornecem um ambiente ameno para as biomoléculas, evitando assim mudancgas
em suas estruturas e perda das atividades bioldgicas (SANTHI er al., 2020; VIEIRA et al.,
2019).

Os Sistemas Aquosos Bifdsicos (SABs) ou, em inglés, Aqueous Two-Phase
Systems (ATPSs) sdo compostos de duas espécies quimicas hidrofilicas, que quando misturadas
em determinadas faixas de composicdo e temperatura, dividem-se em duas fases com
composi¢cOes diferentes, em equilibrio termodinadmico (VIEIRA et al., 2019). Esses sistemas
sao tipicamente formados por misturas aquosas de dois polimeros (ALBERTSSON, 1958; BAI
et al., 2019), um polimero e um sal (BASKARAN et al., 2018; JIMENEZ et al., 2020:
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MURUCHI et al., 2019;) , ou dois sais (GOMEZ e MACEDO et al., 2019; GUO et al., 2020).
Outros SABs, formados por um polimero ou LI e um carboidrato (GHASEMZADEH et al.,
2019; YAZDABADI et al., 2019;) ou surfactante (MORANDEIRA et al., 2017), também foram
relatados, mas os estudos ainda estdo em estdgio inicial.

SABs do tipo polimero/polimero sdo formados quando pares de polimeros soltveis
em dgua sao misturados acima de uma concentracao critica, induzindo a formacao de duas fases.
Desde o final da década de 1950, vérios sistemas desse tipo foram caracterizados para diferentes
fins (ALBERTSSON, 1958; ALBERTSSON, 1986; ASENJO E ANDREWS, 2011, CASTRO
et al., 2020) e até hoje, a formacdo de fases de sistemas com dois polimeros ¢ compreendida de
forma incompleta (SADEGHI E MAALL, 2016).

A combinacdo polimero/sal, o segundo tipo de SAB descoberto em meados da
década de 1950 (ALBERTSSON, 1986), é formado pela dissolugdo de um polimero solivel em
dgua e sal inorganico (ou orgéanico) acima de concentragdes criticas, promovendo uma fase
inferior, rica em sal e outra superior, rica em polimero (PEREIRA E COUTINHO, 2020) . Nas
ultimas décadas, os sistemas polimero/sal foram o tipo de SAB mais amplamente estudado,
devido as suas inimeras vantagens em relacio a outros tipos, tais como baixa tensdo interfacial,
taxas de separacdo de fases rdpidas e altas, e baixo custo, o que os torna priticos para o
processamento a jusante (GHAFFARI et al., 2019).

Além dos SABs amplamente investigados a base de polimeros, Gutowski e
colaboradores (2003) relataram a possibilidade de criar sistemas bifasicos misturando liquidos
16nicos (LIs) e sais inorganicos (ou SABs do tipo sal/ sal) em solugdes aquosas, levando a uma
infinidade de combinag¢des com vantagens notdveis, como baixa viscosidade, separacdo rapida
de fases e polaridades ajustdaveis (BELCHIOR et al., 2020).

Recentemente, tem se investido em SABs com sais organicos como componentes
formadores de fase, como por exemplo, sais de citrato, tartarato, acetato e formiato
(GHAFFARI et al., 2019; GOMEZ e MACEDO et al., 2019; MALPIED et al., 2008; NEMATI-
KANDE e SHEKAARI, 2013; SILVERIO et al., 2016; XIE et al., 2010; ZAFARANI-
MOATTAR E HAMZEHZADEH, 2005), como alternativas mais sustentaveis.

Além desses trés tipos de SABs, varios outros sistemas t€ém sido formados através
da mistura de uma ampla variedade de compostos, como por exemplo: sistemas aquosos
micelares bifasicos (AMTPS), micelar e reverso, usando surfactantes (anidnicos, catidnicos, ou
nao idnicos); SABs baseados em LI com polimeros, carboidratos, aminodcidos e outros;

baseados em copolimeros; composto por solventes eutéticos profundos e SABs compostos de
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solventes organicos hidrofilicos, principalmente dlcoois de cadeia curta. Embora interessantes,
esses sistemas também sao mais complexos (PEREIRA E COUTINHO, 2020).

O sistema de extragdo tradicional usando solventes orginicos € amplamente
utilizado industrialmente, porém as desvantagens relacionadas a estes solventes, tais como
toxicidade, inflamabilidade e alto custo em aplicagdes industriais (YAZDABADI et al., 2019),
causam muito esfor¢o para substituir esses sistemas pelos SABs (SANTHI et al., 2020).

SABs podem ser utilizados como sistemas de extracdo liquido-liquido com
vantagens sobre a extracdo convencional de processamento a jusante. Além disso, esses
sistemas sao técnicas benéficas para a separagdo e purificagdo de varias moléculas bioldgicas,
tais como antioxidantes, dcidos nucleicos, alcaldides, proteinas, antibidticos e anticorpos.
Sendo assim, tais sistemas podem ser um processo alternativo de pré-tratamento para baixos
rendimentos em métodos caros, como cromatografia, precipitacdo e outros (MORADI e
SHAHROUZI, 2020).

Dependendo do tipo de SAB, é possivel obter uma variedade de cendrios de
processamento a jusante, por exemplo, obtendo extragdes seletivas, concentrando solutos
diluidos ou removendo quantidades significativas de contaminantes e compostos desnaturantes
(PEREIRA E COUTINHO, 2020).

Uma propriedade importante associada aos SABs, e que lhes d4 uma vantagem
significativa quando comparados aos cldssicos sistemas com solventes organicos, € possuirem
regides interfaciais com baixo valor de tensdo interfacial (SOUZA et al., 2018). Para aplicacao
em processos de separacdo de biomoléculas, esta caracteristica possibilita a transferéncia das
bioparticulas pela interface com um risco minimo de ocorrerem alteragdes estruturais nas
biomoléculas particionadas, como por exemplo: proteinas, células e membranas. (BORGES, et
al.,2016; YAZDABADI et al., 2019). Além disso, uma vez que ambas as fases sdo compostas
de 4gua, esses sistemas t€ém um efeito estabilizador na estrutura proteica, fornecendo um
ambiente ndo desnaturador para materiais biolégicos, evitando perda das atividades biolégicas
(SANTHI et al., 2020; SHAHBAZMOHAMMADI et al., 2019).

Apesar de todos os esforcos académicos enfatizando essas vantagens, sua aplicacao
ainda se limita predominantemente a pequenos processos laboratoriais e de escalas piloto, como
confirmado no grande nimero de revisdes de literatura focadas nos SABs (PEREIRA et al.,

2020).
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2.1.1-APLICACOES DOS SABs

Na tdltima década, foram publicados, aproximadamente, 100 artigos baseados em
aplicacdoes de SABs em cada ano. Tais trabalhos focaram, principalmente, na separagdo ou
purificagdo de enzimas, DNA, acidos nucléicos, anticorpos monoclonais e antibidticos e
extragdo de metais ((PEREIRA e COUTINHO, 2020).

Rosa et al. (2010) verificaram alguns estudos de caso de aumento de escala em
SABs para a fabricacio de produtos biofarmacéuticos e concluiram que ainda existem questoes
a serem abordadas para introduzir essas plataformas nos processos de producao dessa drea em
comparacdo com sistemas cromatogrificos ja estabelecidos. Tais questdes envolvem a
capacidade maxima, o design preditivo limitado e a sustentabilidade econdmica e ambiental.

Os SABs tém sido amplamente utilizados como plataformas de downstream
eficazes para a recuperagdo de purificagdo de produtos que variam de biocompostos a metais,
apesar dos mecanismos de particdo desses sistemas nao serem totalmente compreendidos. Eles
sdo usados principalmente para substituir os procedimentos tradicionais de extracdo liquido-
liquido com solvente organico (ASENJO E ANDREWS, 2011; DOS SANTOS et al., 2018;
GRILO et al., 2016; IQBAL et al., 2016).

Os sistemas aquosos de duas fases sdo amplamente utilizados em aplicagdes
analiticas (FREIRE, 2016; TEIXEIRA et al., 2018), como por exemplo na concentracao de
drogas residuais e poluentes em dgua e alimentos (DINIS ez al., 2018; SHIRI ez al., 2013; HAN
et al., 2011), aumentando os limites de detec¢do. A aptiddao analitica dos SABs do tipo
polimero/sal também foi estendida as tecnologias de celulares de livre marcagdo, sendo usada
para diferenciar a linha celular promielocitica HL-60 através de uma andlise de particdo celular
de alto rendimento (ZIMMERMANN et al., 2016).

RUIZ-RUIZ et al. (2012) destacaram a possibilidade de usar SABs para a
caracterizacdo molecular de proteinas. Como a parti¢@o proteica € um fendmeno dependente da
superficie, onde os residuos expostos interagem com os agentes formadores de fase, ela pode
ser usada para discriminar proteinas semelhantes com base em suas propriedades moleculares,
como tamanho molecular ou hidrofobicidade relativa.

O uso do SAB como um processo de separacdo em larga escala ou como uma
ferramenta de bioengenharia ainda est4 para se tornar uma “realidade” generalizada. Embora
novos usos biotecnoldgicos emergentes possam ser realizados em pequena escala usando

microdispositivos, o processamento a jusante de produtos biolégicos em escala industrial
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depende totalmente de uma expansdo apropriada ou integracdo em plataformas de

processamento continuo (PEREIRA e COUTINHO, 2020).

2.1.2-FUNDAMENTOS SOBRE A FORMACAO DOS SABs

Os métodos mais comuns de obtencdo das curvas binodais sdo por titulacio
turbidimétrica ou ponto de névoa. A escolha de um método especifico deve considerar o tipo e
a natureza dos agentes formadores de fase (PEREIRA e COUTINHO, 2020). Embora esses
métodos ainda sejam os mais aplicados, sdo tediosos e demorados e consomem grandes
quantidades de reagentes (TEIXEIRA et al., 2018).

Uma das abordagens mais comuns usada para a descri¢cdo das curvas binodais é
ajustd-las usando equacdes empiricas, particularmente a equacdo de trés parametros (Eq. 3.1)
de Merchuk et al. (1998). Esta equacao, proposta inicialmente para descrever sistemas aquosos
do tipo polimero/sal, foi aplicada com sucesso também a SABs com dois polimeros (MOODY
et al., 2005), com dois sais (SHAHRIARI ez al., 2012) e a base de liquido 16nico e carboidrato
(FREIRE et al., 2011).

Em relacdo a determinacdo das linhas de amarracio (LAs), o método gravimétrico,
também proposto por Merchuk et al. (1998), utiliza os dados binodais ajustados pela Equacao
3.1, junto com uma relacdo de balanco de massa. As composi¢Oes das fases coexistentes
(superior e inferior) sdo determinadas matematicamente pela solu¢ao de um sistema de quatro
equacdes e quatro incégnitas (PEREIRA E COUTINHO, 2020).

Os dados das composi¢des de equilibrio obtidos através de experimentos em
sistemas bindrios, terndarios ou multicomponentes podem ser mostrados em forma de diagrama
de fases retangulares ou triangulares (DA SILVA E LOH, 2006).

O ELL pode ser representado em coordenadas cartesianas ou diagramas
triangulares. Neste dltimo, a composi¢do € indicada por um ponto em um triangulo equildtero
e a vantagem de se utilizar este tipo de diagrama em relacdo aos retangulares, é que a
concentracao do terceiro componente pode ser lida diretamente em um dos lados do triangulo
(DA SILVA E LOH, 2006; PEREIRA E COUTINHO, 2020). A Figura 2.1 exemplifica os dois

tipos de diagramas.
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Figura 2. 1: Diagramas de fases para sistemas aquosos bifdsicos, expressos em coordenadas

retangulares (a) e triangulares (b).
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Fonte: adaptado de Da Silva et al. (2006)

Nestes diagramas (Figura 2.1) encontram-se indmeras informacdes, todas
relacionadas a minimizacdo da energia de Gibbs do sistema. Por exemplo, pode-se obter em
quais composi¢Oes globais o sistema € monofésico ou bifasico, sendo estas duas regides
demarcadas por uma linha denominada curva binodal. Também sdo mostradas as linhas de
amarragdo (“tie lines”), que sao retas dentro da regido bifasica ligando pontos no diagrama que
representam a composicdo das duas fases em equilibrio. Qualquer conjunto de pontos que
pertenga a regido bifdsica e que esteja sobre a mesma linha de amarragdo fornecerd fases
superiores que possuirdo propriedades termodinamicas intensivas iguais (densidade, volume
molar, entalpia molar, dentre outras), entretanto, sendo distintas as suas varidveis
termodindmicas extensivas, como massa, volume, dentre outras. Aplica-se 0 mesmo raciocinio
para as fases inferiores formadas a partir de composi¢des globais localizadas sobre uma mesma
linha de amarracao.

Os pontos criticos (Pc), que podem também ser vistos nas Figuras 2.1(a) e 2.1(b),
sdo pontos limites que representam uma linha de amarracdo de comprimento nulo conectando

duas fases liquidas de mesma composi¢do e densidade.
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2.1.3 - EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO EM SABs

A extracdo liquido-liquido em sistemas aquosos bifdsicos tem sido descrita como
uma plataforma promissora para o particionamento e separacao de proteinas (BELCHIOR et
al., 2020).

A particdo de biomoléculas em SABs depende das propriedades fisicas e quimicas
dos sistemas utilizados, tais como o ponto isoelétrico, a hidrofobicidade da superficie, a
concentracdo e massa molar dos compostos, as interacdes intermoleculares, pH, carga
eletroquimica e temperatura (J IMENEZ et al., 2020; MORADI e SHAHROUZI 2020).

Em geral, a distribuicdo de proteinas entre as duas fases aquosas dos SABs ¢é
caracterizada por um pardmetro denominado coeficiente de particdo, K;, definido como

(IQBAL ez al., 2016):

K, ==L (2.1)

Cp

em que C € a concentragdo da proteina nas diferentes fases (T = superior; B =
inferior).

Albertsson (1986) propds um modelo que correlaciona o coeficiente de parti¢do de
uma biomolécula especifica, com base nas diferentes for¢cas motrizes: dependentes do tamanho
(os solutos sdo separados de acordo com seu tamanho e drea de superficie); eletroquimico (os
solutos sdo separados de acordo com a carga e o potencial elétrico das fases coexistentes);
hidrofobicidade (os solutos sdo separados de acordo com interacdes hidrofébicas entre
moléculas e a hidrofobicidade relativa das fases); afinidade bioespecifica (um dos polimeros
formadores de fase possui locais de ligacdo especificos para a molécula alvo); e dependente da
conformacdo (a conformagdo do soluto € o fator chave para o particionamento) (GLYK et al.,
2017; PEREIRA E COUTINHO, 2020). Este modelo, inicialmente proposto para

particionamento de proteinas, pode ser expresso pela Equagdo 2.2:

In(K) = In(Kp) + In(Ksize) + In(Kepee) + In(Knfop) + I(Kpiosp) + In(Keony) (2.2)

em que os subscritos size (tamanho), elec (eletroquimica), hAfob (hidrofébicas),

biosp (bioespecifica) e conf (conformacionais), referem-se as contribuicdes ao coeficiente de
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particao (K), tanto das propriedades estruturais das proteinas quanto das condi¢cdes ambientais
do sistema. K, inclui todos os outros fatores.

Conforme discutido em alguns trabalhos da literatura (ALBERTSSON, 1986;
ASENJO E ANDREWS, 2011; GRILO et al., 2016), o K de uma biomolécula € o resultado de
fatores relacionados a sua estrutura (como carga, hidrofobicidade e/ou propriedades da
superficie) e as condi¢des ambientais circundantes, como: tipo e concentragdo do sal; pH; tipo
de polimero, massa molar e concentracdo dos componentes; a presenca de derivados de
polimeros; temperatura e aditivos de sal.

Assim, dependendo das caracteristicas da biomolécula e das propriedades do SAB,
cada mecanismo terd uma influéncia maior ou menor na particdo. Como a maioria dos
mecanismos de particdo do SAB € bastante complexa e imprevisivel, a maioria dos trabalhos
experimentais otimizam a parti¢do de acordo com as propriedades do produto, condi¢des de
operacdo, entre outros. De fato, os fatores que influenciam o comportamento da particao dos
solutos no SAB sdo: a concentracdo e a massa molar do polimero, o tipo e a concentracio de
sal (ou liquido i6nico), a hidrofobicidade relativa, o pH e as cargas, temperatura, densidade e
viscosidade, tensdo interfacial, tempo de sedimentacdo e tamanho e concentracdo do soluto

(PEREIRA E COUTINHO, 2020).

2.2- LIQUIDOS IONICOS (LIs)

Nos ultimos anos, SABs baseados em liquidos 10nicos (LIs) atrairam a atengdo de
muitos pesquisadores, principalmente devido as suas propriedades fisicas e quimicas,
consideradas unicas (YAZDABADI et al., 2019).

Sistemas aquosos bifdsicos com LlIs foram relatados pela primeira vez por
Gutowski e colaboradores (2003), os quais disseram que alguns LlIs hidrofilicos poderiam
formar SABs na presenca de sais inorganicos. Desde entdo, muitos trabalhos relacionados a
SABs com liquidos i6nicos e sais e mais recentemente com PEG e liquidos i0nicos tém sido
publicados (BELCHIOR et al., 2020; CAO et al.,2008; CAPELA, et al., 2017; DU et al., 2007,
GUO et al., 2020; HAN et al., 2010a; HE et al. , 2005; IQBAL et al., 2016; LI et al., 2005a; LI
et al., 2005b; LIU et al.,2006; PATEL et al., 2014; PEI et al., 2009; PEREIRA, et al.,2013;
PEREIRA et al., 2015a; QUENTAL et al., 2018; RODRIGUEZ, et al., 2009; ZAFARANI-
MOATTAR, et al., 2004; ZAFARANI-MOATTAR e HAMZEHZADEH, 2010; ZAFARANI-
MOATTAR e HAMZEHZADEH, 2011; ZAFARANI-MOATTAR e HASHEMI, 2012).
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Liquidos i6nicos (LIs) sdo sais constituidos, geralmente, por citions orgéanicos (por
exemplo, imidazélio, piridinio, amonio, fosfonio) e &nions organicos (por exemplo,
trifluorometilsulfonato, bis[(trifluorometanosulfonil]imida) ou inorginicos (por exemplo,
tetrafluoroborato, hexafluorofosfato, cloreto) com seus pontos de fusdo, por defini¢do geral,
inferiores a 100 ° C. A baixa simetria e interacdes intermoleculares fracas sao algumas das
causas de baixos pontos de fusdo (GONZALEZ-MARTIN, et al., 2019; XU et al., 2019;
YAZDABADI et al., 2019;).

Devido a natureza i6nica, os LIs apresentam diversas vantagens fisicas e quimicas
sobre os solventes organicos convencionais, ou seja, baixa pressio de vapor, nao
inflamabilidade, alta capacidade de solvatagdo, alta estabilidade quimica, alta seletividade e
conducgao de eletricidade (GONZALEZ-MARTIN et al., 2019; GUO et al., 2020).

Os liquidos 10nicos possuem alta versatilidade, tendo a possibilidade de serem
sintetizados em diferentes estruturas quimicas, gracas as possiveis combinagdes mdltiplas de
cations e anions. Portanto, pode-se produzir compostos de aplicac@o especifica com o objetivo
de obter o melhor desempenho em determinada tarefa (MORANDEIRA et al., 2017, GOMEZ
e MACEDO et al., 2019).

A pressdo de vapor negligencidvel, perto de zero, desses sais e, as estabilidades
quimica e térmica adequadas, havendo um grande intervalo de temperatura em que eles sdao
estdveis, os leva a se tornarem um dos potenciais substitutos dos solventes organicos volateis
no processo de extracdo, sendo conhecidos como solventes de quimica verde (YAZDABADI
etal., 2019).

Quanto a aplicabilidade, LIs tém sido empregados em catélise, sintese organica,
reacOes quimicas, eletroquimica, separacdo cromatografica, andlise de espectrometria de massa,
baterias e pilhas de combustivel e na separacdo de biomoléculas. Além dessas aplicagdes, os
liquidos 16nicos também tém sido usados em extragdo liquido-liquido de ions metdlicos e
compostos organicos (LI et al., 2010a; IQBAL et al., 2016; PEREIRA e COUTINHO, 2020)

A Figura 2.2, mostra algumas estruturas mais comuns de cdtions e anions que
formam os liquidos 10nicos.



Figura 2. 2: Estruturas quimicas de cations e anions mais comuns na formacao dos LIs
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Exemplos de estruturas quimicas e nomenclaturas de alguns liquidos i0nicos

imidazélio sdao mostradas na Figura 2.3,

metilimidazolio foi utilizado nos estudos deste trabalho.

Figura 2. 3: Estruturas quimicas e nomenclaturas de alguns LIs do tipo imidazdlio
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sendo que o tetrafluoroborato de 1-butil-3-
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2.3- POLIETILENO GLICOIS (PEGs)

O polietilenoglicol, HO-(CH2-CH2-O)n-H, € um polimero sintético ndo idnico que
junto com outros tipos de polimeros, constitui a base para as industrias de plasticos,
embalagens, fibras, adesivos, tintas e esmaltes (MURREL e JENKINS, 1994).

O polietilenoglicol (PEG) é um dos mais estudados na literatura como componente
de sistemas aquosos bifasicos. Este polimero apresenta alta biodegradabilidade, baixa
toxicidade, grande miscibilidade em &4gua, baixo custo, baixa temperatura de fusdo e ¢é
amplamente utilizado em processos industriais (GHAFFARI et al., 2019; ROSARIO et al.,
2019).

A maioria dos polimeros sintéticos € composta por moléculas que contém centenas
ou milhares de grupos de dtomos interligados chamados de unidades. A macromolécula de PEG
¢ formada por apenas um tipo de unidade repetida, sendo chamada de homopolimero. Quando
esta é formada de mais de um tipo de unidade é chamada de copolimeros (MURREL e
JENKINS, 1994). Além disso, sdo comercializados com diferentes massas molares, como por
exemplo PEG 400, PEG 1500, PEG 4000, PEG 6000, PEG 8000 e outros. Neste trabalho foram
utilizados polimeros de trés massas molares diferentes: PEGs (1500, 4000 e 6000 g.mol™).

2.4 — PROTEINAS

As proteinas desempenham um papel crucial nos processos bioldgicos e sdo de
fundamental importancia em aplicacdes biotecnoldgicas, terapéuticas e de diagndstico. Sua
funcdo e atividade bioldgica estdo relacionadas a sua estrutura quimica e podem ser perturbadas
por alteragdes na composicao do meio, tais como pH e temperatura (PATEL et al., 2014).

As biomoléculas escolhidas para esse estudo de particdo foram a albumina de soro
bovino (BSA) e a lisozima (LS). Tais biomoléculas possuem muitas caracteristicas distintas,
tais como o ponto isoelétrico e massas molares. Possuem alta solubilidade em dgua: lisozima,

cerca de 10 mg/mL, e BSA, em torno de 40 mg/mL (HUBNER et al., 2018; Watanabe, 2007).

2.4.1- ALBUMINA DE SORO BOVINO (BSA)

A albumina de soro bovino (BSA) tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores devido a sua grande abundancia em proteinas do plasma sanguineo, bem como

suas amplas aplicacdes em muitos campos (YAN-MIN ez al., 2010).
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As albuminas séricas sdo os principais constituintes proteicos soldveis nos fluidos
corporais e tém muitas func¢des fisiologicas relevantes. Entre vdrias caracteristicas valiosas,
uma das mais importantes é serem portadores de uma diversidade de compostos no sistema
circulatério (MANDEVILLE e TAIMIR-RIAHI, 2010).

A BSA € uma proteina com algumas caracteristicas comuns a outras albuminas
séricas, como a ESA (albumina sérica equina), a LSA (albumina sérica de leporina) e a HSA
(albumina sérica humana). Por isso, tem sido extensivamente estudada como proteina modelo
em uma grande variedade de aplicacdes. E a proteina mais abundante do soro bovino
(PEREIRA et al., 2015b).

O ponto isoelétrico (PI) de uma molécula indica o pH no qual ela se encontra com
a mesma quantidade de carga positiva e negativa. A BSA € carregada negativamente no pH 7,0.
O PI da BSA estd em torno de 4,70 - 5,60, dependendo da literatura (EMERSON, 1989;
GOLDBERG, 1952; HUBNER et al., 2018)

2.4.2-LISOZIMA

A clara de ovo, uma matéria-prima rica em proteinas de alto valor, contém 88% de
adgua e 11% de proteinas, incluindo ovalbumina, ovotransferrina, lisozima e ovomucina
(OMANA et al., 2010). A lisozima constitui cerca de 3,5% da proteina total da clara de ovo,
tem baixa massa molar (14,3 kDa) e um ponto isoelétrico alto (10,7) IWASHITA et al., 2017).

Dadas suas mudltiplas fungdes (antivirais, antitumorais e imunomoduladoras), a
lisozima € frequentemente utilizada como proteina modelo em andlises de atividade enzimatica
e/ou proteinas para estudos de agregacdo e cristalizacdo (MAOSOONGNERN et al., 2017).
Além disso, ¢ uma enzima com propriedades bactericidas e sdo conservantes naturais na
industria de alimentos (BELCHIOR et al., 2020).

A lisozima, apesar de estar presente em uma matéria-prima de baixo custo, ainda
exige o desenvolvimento de uma relagdo custo-beneficio nos processos de separacdo e
fracionamento para obter proteinas com alto teor de pureza, estdveis e biologicamente ativas

(BELCHIOR et al., 2020).
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2.5 - PUBLICACOES SOBRE PARTICOES EM SABs E ELL

Publicacdes sobre extragdo de biomoléculas em SABs com PEG e sal de interesse
para este trabalho serdo discutidas neste item.

Alves e colaboradores (2000), estudaram a particdo da BSA e outras proteinas em
SABs do tipo PEG/citrato, PEG/fosfato e PEG/maltodextrina (MD). As proteinas foram
quantificadas através de um dos seguintes métodos: cromatografia liquida, Bradford e
espectrofotometria a 280 nm. Os resultados mostraram que a o-lactalbumina e a [3-
lactoglobulina concentraram-se, respectivamente, nas fases superior e inferior. A BSA em
sistemas PEG/maltodextrina se identificou mais com a fase inferior, rica em MD. A insulina
suina foi particionada para a fase rica em PEG com coeficientes de particio maiores que 10, os
quais aumentaram com o incremento da massa molar do PEG, para sistemas com pH 7,0 € 9,5.

Capézio et al. (2005) e Boaglio et al. (2006) analisaram a particdo de proteinas do
soro de leite bovino (BSA, a-lactalbumina [a-LA] e B-lactoglobulina [B-LG]) e a-1 antitripsina
[a1-AT] em SABs formados por PEG (1000, 1500/1450 ou 3350). O primeiro trabalho, utilizou
tampao fosfato de potassio (KH2PO4/KOH)) e o segundo tampdo citrato de sodio
(Na3CsHs07/NaOH). A BSA se concentrou na fase rica em PEG em sistemas com tampao
fosfato e no trabalho de Boaglio er al. (2006), a mesma proteina teve preferéncia pela fase
inferior.

Costa et al. (2015) estudaram a particdo da lactoferrina em SABs compostos de
polietileno glicois e tampao citrato de s6dio. Dados de equilibrio a 25°C foram determinados
para cada sistema estudado usando PEGs com massas molares entre 1000 e 4000 g.mol™!, nos
valores de pHs 5,5, 6,5 e 7,5. Foi observado que tanto o aumento da massa molar do polimero
quanto do pH promoveu a expansdo da regido de duas fases, causando a migracdo da
lactoferrina para a fase inferior, rica em sal. A porcentagem de recuperacdo da lactoferrina foi
maior que 94% em todos os sistemas avaliados.

A investigacdo das parti¢des da lisozima, BSA e a-amilase em SABs do tipo PEG/
(K2HPO4 ou KoHPO4/KH>PO4) e PEG/(NaxSO4) a 25°C em diferentes valores de pH foi
realizada por Haghtalab er al. (2003). Foi estudado a influéncia do pH e da concentracdo de sal
no particionamento protéico. A preferéncia de fase das biomoléculas dependeu do tipo de
sistema. A BSA ficou concentrada na parte inferior dos SABs testados e a lisozima nos sistemas

formados por PEG 4000/ tampao fosfato, pH 7,1, fo1 particionada para a fase inferior.
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As particdes de oito biomoléculas modelo, dentre elas a lisozima, foi estudada por
Perez et al. (2013) em SABs formados por PEG (4000, 6000 ou 8000) e sais biodegradaveis
(succinato de sédio, tartarato de sédio ou citrato de s6dio) na temperatura de 22°C e pH 5,0.
Pepsina e lisozima mostram um maior deslocamento para a fase rica em polimero (Kp > 1) na
maioria dos sistemas testados, enquanto as demais particionaram ou para a fase inferior (Kp <1)
ou para as ambas as fases, dependendo do tipo de sistema. O aumento da massa molar (MM)
do PEG, para um determinado sal, nem sempre induziu o deslocamento esperado da proteina
para a fase inferior. Além disso, nem sempre o aumento da MM do PEG propiciou a diminui¢ao
no valor do Kp.

Perumalsamy e Murugesan (2007) investigaram o efeito dos componentes
formadores de fase, pH e adi¢des de sal neutro (NaCl) na parti¢do da BSA em sistemas aquosos
a base de PEG 2000 e citrato de s6dio nas temperaturas de 25, 35 e 45°C. Os autores
descobriram que o coeficiente de particio da BSA diminui com o aumento na concentracdo do
PEG 2000 e temperatura. A afinidade da proteina com a fase inferior aumentou com o
incremento do pH, o que pode ser devido ao aumento na propor¢cdo de ifons citrato
trivalente/divalente no sistema bifésico. Foi confirmado que a particio de BSA depende da
hidrofobicidade relativa dos compostos, bem como de sua carga.

O comportamento da particdo da BSA também foi investigado por Perumalsamy e
Batcha (2011) em SABs com PEG (4000, 6000 ou 8000) / citrato de s6dio. Foram investigadas
as influéncias da massa molar do PEG, pH e temperatura. A fase inferior, rica em sal, foi a
preferida pela BSA, fase favoravel em sistemas com alta massa molar de PEG, devido ao
aumento natural da hidrofobicidade do PEG. O valor do coeficiente de parti¢do tende a diminuir
com o aumento da concentracdo de PEG, devido a diminuicao do volume livre disponivel para
a proteina se acomodar na fase rica em polimero. A afinidade da BSA para a fase rica em PEG
aumenta com o incremento da concentragcdo de citrato de sédio, devido ao aumento do efeito
salting-out na fase inferior. O efeito salting-out refere-se a precipitacdo da biomolécula que
ocorre pela diminui¢cdo da disponibilidade de dgua para sua solubilizacdo em solugdo salinas
mais concentradas. Os resultados indicaram também que o equilibrio da parti¢do proteica €
deslocado para a fase rica em citrato a medida que o pH do sistema aumenta, portanto, o valor
do coeficiente de particio muda dependendo do ponto isoelétrico e da carga da proteina. Além
disso, observou-se que a concentracdo de BSA na fase inferior € maior em temperaturas mais
altas.

O efeito de diferentes polimeros (polipropileno glicol (PPG 425) ou PEG 6000) e

sais (sulfato de magnésio, MgSQys; sulfato de amodnio, (NH4)2SO4. ou sulfato de sédio, NaxSO4)
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no comportamento de particdo de diferentes proteinas modelo (BSA, B-LG e zeina) foram
estudadas em detalhes por Salabat er al.(2010). A BSA e B-LG sdo hidrofilicas e particionaram
para a fase inferior dos SABs e a zeina (proteina do grdo de milho) que é hidrofébica teve
preferéncia pela fase superior. Os resultados da recupera¢ao mostram uma tendéncia no poder
salting-out dos sais (NaxSO4> MgSO4> (NH4) 2SO4) ou seja, o sal com maior efeito salting-out
¢ responsdvel pelas maiores recuperacdes da zeina na fase superior e da BSA e B-LG na fase
inferior.

A extracdo e re-extragdo da albumina de soro bovino (BSA) foram estudadas
utilizando a técnica de equilibrio liquido-liquido em SABs compostos por polietilenoglicol
(PEQ) e citrato de potdssio. Os autores avaliaram os SABs quanto a massa molar do PEG (1000,
2000, 4000 ou 6000), concentragdo de citrato de potassio e o efeito do pH na parti¢do.
Verificou-se que, em SABs com PEG 1000, o pH teve efeitos significativos no particionamento
da proteina. O rendimento de 99% da BSA foi obtido na fase superior com 19% (m /m) de
PEG 1000, 20% (m /m) citrato de potassio e 0,75 mg / g de concentracdo proteica a pH 7,0 e
30°C. A BSA pdde ser re-extraida, com rendimento de 92%, para uma nova fase de citrato
através da diminui¢cdo do pH do sistema. A extracdo posterior ndo sé separa a BSA do polimero,
mas também permite que o polimero seja reciclado. O rendimento global foi de até 91% (Y AN-
MIN, et al., 2010).

Johansson et al. (1996) estudaram os efeitos dos fons na particao da lisozima e BSA
em SABs com 6xido de etileno e copolimeros de 6xido de propileno. Estes autores concluiram
que a parti¢dao das proteinas pode ser direcionada a fase superior de SABs, rica em PEG, pela
adicao de fons hidrofébicos. A BSA, carregada negativamente, e a lisozima, com carga positiva,
podem ser particionadas para a fase superior utilizando fons como trietilamonio e perclorato,
respectivamente.

Peng et al. (1995) desenvolveram correlacdes para predicdo do coeficiente de
particdo da lisozima em sistemas contendo PEG e KoHPO4/KH2PO4. O desvio médio relativo
do coeficiente de parti¢do experimental e calculado foi inferior a 6%. Os fatores que afetam o
coeficiente de parti¢io proteica também foram discutidos.

Farruggia e colegas de trabalho (2004) avaliaram a influéncia cations monovalentes
de sais cloridricos, em diversas concentracdes, na particdo da BSA, tripsina, ovalbumina e
lisozima. Os sistemas aquosos bifdsicos utilizados foram compostos por PEG 1500 e fosfato de
potédssio em pH7,0. Esses cations, favoreceram a transferéncia das proteinas da fase inferior

para a fase rica em PEG na seguinte ordem: Rb*> Na*>CS*. Todos os cations influenciaram no
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decréscimo da superficie hidrofébica das proteinas e este efeito foi mais significativo na
presenga de CS*.

O comportamento de particao da lisozima em SABs com PEGs de diferentes massas
molares, variando os sais fosfato de sddio, citrato de sédio e sulfato de sédio foi avaliado por
Su e Chiang (2006). Os sistemas com PEG e sulfato mostraram maior eficiéncia na extracio da
lisozima para a fase superior. Foi mostrado que quanto maior a massa molar do PEG, menor é
a eficiéncia de extracdo e essa tendéncia € devido ao efeito do volume excluido.

Pic6 et al. (2007) realizaram uma investigacdo calorimétrica das interagdes
proteina-polimero e suas relagdes com a particdo de proteinas. As proteinas utilizadas neste
estudo foram a lisozima e a ovoalbumina e foi observada alta afinidade dessas biomoléculas
com 0s polimeros, a qual diminui com o aumento de suas massas molares.

Shibusawa e colaboradores (1998) determinaram os coeficientes de particdo da
ovalbumina, conalbumina e lisozima em sistemas aquosos bifasico composto por 16% (m/m)
de PEG 1000 e 12,5% (m/m) de fosfato de potéssio dibasico. As proteinas presentes na clara
de ovo da galinha foram separadas por cromatografia em contracorrente em uma etapa usando
uma centrifuga planetaria de bobina de eixo transversal. Foi estudada a influéncia do pH nas
particoes e foi verificado, nos particionamentos relacionados a lisozima, que o Kp aumenta com
o incremento do pH.

Ao verificar o trabalho de Sindhu et al. (2013), no qual foram avaliadas as parti¢des
da BSA em sistemas PEG/(sulfato de sddio, carbonato de sddio, hidrogenofosfato de potassio
ou citrato de potassio) a 30°C, fica evidente que ndo existe a relacio entre a preferéncia de fase
com o tipo de sal (organico ou inorganico). A BSA foi particionada para a fase superior na
maioria dos SABs formados por PEG/ citrato de potdssio € SABs com sais fosfato, sugerindo
que a particdo foi direcionada pela diferenca de hidrofobicidade entre as fases, sendo a parte
inferior formada em sua maior parte com estes dois sais sdo mais hidrofébicas. Em sistemas
com sulfato de sddio e carbonato de sédio, a BSA foi particionada para a fase inferior. A BSA
¢ naturalmente hidrofilica e nestes SABs, a proteina vai preferir a fase com maior quantidade
de 4gua.

O particionamento da cefazolina foi investigado em SABs de PEG (6000 ou 8000)
e trés sais de sddio, incluindo citrato de sédio, tartarato de sodio e sulfato de sédio a 27°C. As
curvas binodais foram correlacionadas com a equacdo de Merchuk e as linhas de amarracdo
foram validadas pelas equagdes de Othmer-Tobias e Bancroft. Foi verificado que, a medida que
a concentragdo de polimero aumenta, o coeficiente de particdo sofre um incremento, mas em

polimeros com massas molares maiores o Kp é reduzido. O melhor sal do estudo de parti¢do
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foi o citrato de s6dio, o que estd de acordo com a teoria dos volumes excluidos. O valor maximo
de coeficiente de particdo obtido foi 13,4, com uma recuperacdo de 90,5% na fase superior com
o SAB formado por 16 % (m/m) de PEG 6000 e 14 % (m/m) de citrato de sédio (GHAFFARI
et al., 2020).

Com relacdo aos trabalhos da literatura sobre SABs relacionados aos estudados
nesta tese, algumas publica¢cdes de importancia para este trabalho foram comentadas neste item
de revisao.

Malpiedi et al. (2008) obtiveram diagramas de fases a 25°C para SABs formados
por PEGs de diferentes massas molares (600, 1000, 2000, 4000, 6000 e 8000 g.mol'l) e tartarato
de sddio. Outros autores, Zafarani-Moattar ef al. (2008), relataram também, dados de ELL desse
mesmo tipo de sistema, porém variando a temperatura (25, 35 e 45°C). A modelagem dos dados
experimentais de ELL foi bem-sucedida, com o modelo NRTL.

Tubio et al. (2006) estudaram diagramas de fases de SABs compostos por PEG
(600, 1000, 1450, 3350 e 8000 g.mol‘l) e citrato de sédio nas temperaturas de 22, 37 e 50 °C.
O efeito do pH (5,2, 8,2, € 9,2) nesses sistemas foi estudado. O aumento da temperatura e do
pH acarretou o aumento da regido bifasica. Alves et al. (2008) também avaliaram
experimentalmente SABs formados por PEG (600, 1500 ou 3000 g.mol™!) e citrato de sédio a
25°C. Os dados experimentais foram descritos por uma expressdo semi-empirica para a energia
de Gibbs em excesso.

Dados de ELL para sistemas compostos por PEG e sal foram obtidos pelo método
de ponto de névoa a 25°C. As linhas de amarracao para os sistemas compostos por PEG (4000
e 6000 g.mol!)/citrato de potdssio e PEG (4000, 6000 e 8000 g.mol ')/ tartarato de sédio e
potdssio foram determinadas por condutividade elétrica e liofilizacdo (Wysoczanska e Macedo,
2016).

No trabalho de Zafarani-Moattar et al. (2004), determinou-se o ELL para o sistema
contendo PEG 6000, citrato de sodio e dgua a 25, 35 e 45°C. Além disso, as equagdes do modelo
UNIQUAC com parametros dependentes da temperatura e com ou sem termo eletrolitico e as
do modelo virial foram usadas para correlacionar o comportamento de fases desse sistema. O
melhor ajuste dos dados ELL foi obtido com o modelo virial. Chegou-se a conclusdo que as
regides de duas fases, bem como as linhas de amarracdo, aumentam com a elevacdo da
temperatura.

A literatura também disponibiliza dados de ELL de SABs formados por PEG 4000
e outros trés sais (tartarato de potdssio, tartarato de sédio e potdssio ou oxalato de potdssio) a

25°C (ZAFARANI-MOATTAR e TOLOUEI 2008). O efeito do tipo de sal na curva binodal
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foi estudado, demonstrando que a habilidade de formacgdo de fases dos sais (efeito “salting-
out”), cresce na seguinte ordem, de acordo com a energia de Gibbs de hidratacdo seus ions
AGpya:  C07%(AGpyq = —1453kJ/mol) >  NaCyH,05'(AGpyy = —1367k] /mol)>
C4H,0;? (AGpyq = —1010 kJ/mol). Além disso, os dados das binodais foram
correlacionados satisfatoriamente com a equagdo de Merchuk e as linhas de amarragdo com as
equagoes de Othmer-Tobias e Bancroft e pelo modelo NRTL.

Dados de ELL para PEG (1500 ou 3000)/ tampao citrato de s6dio em diferentes
pHs podem ser encontrados nos trabalhos de Nascimento et al. (2018) e Pirdashti et al. (2015).
Ambos os trabalhos investigaram o efeito do pH na inclina¢do da linha de amarracdo (ILA),
sendo que o primeiro ndo encontrou grandes variacOes nas ILAs e o segundo observou um

aumento na inclina¢@o ao variar os pHs entre 6,1 e 9,0.
2.6- EQUILIBRIO-LIQUIDO-LIQUIDO

O equilibrio de um sistema heterogéneo consiste na simultaneidade de trés espécies
de equilibrio: térmico, determinado pela igualdade de temperatura (T) de todas as fases;
mecanico, dado pela igualdade de pressdo (P) nas diferentes fases; e quimico, que consiste na
igualdade de potencial quimico (u) de cada componente nas fases existentes. Em resumo, o

resultado para um sistema fechado com m fases e N componentes pode ser escrito como:

TL=T2=..=T" (2.3)
Pl=p2=..=p" 2.4)
pi=pi ==yt (2.5)
py =5 = =uz (2.6)
Uy = Uiy = = py 2.7)

Este conjunto de equacdes prové o critério basico para o equilibrio de fases. Como
o potencial quimico ndo € uma quantidade mensuravel, é desejavel expressa-lo em termos de
funcdes auxiliares, como por exemplo, a fugacidade, cujo desenvolvimento come¢a com a
definicdo de potencial quimico, dada por J.W. Gibbs em 1875 (PRAUSNITZ, et al., 1986).

Muitos pares de espécies quimicas, quando misturados em certa faixa de
composi¢oes, dividem-se em duas fases liquidas, sendo que cada fase possui composicdes

diferentes. Quando estas fases estiverem em equilibrio termodinadmico, o fendmeno apresenta
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um exemplo de equilibrio liquido-liquido (ELL), que € importante em operacdes industriais,

como a extragdo com solventes (SMITH et al., 2007).

Entdo, sabendo que os critérios de equilibrio termodinamico sdo a uniformidade de
T, P e da fugacidade f; de cada espécie quimica ao longo de ambas as fases para o ELL com N
espécies, a Equacdo 2.8, na qual as fases liquidas sdo identificadas pelos sobrescritos a e f3,

pode ser escrita:
fe=FfF  (=1,2,..N) (2.8)
Em termos de coeficientes de atividade (y;), a Equacdo 2.8 se torna:

xfyefe = xPyP P 2.9)

Se cada espécie pura puder existir como liquido a temperatura do sistema, f;% =
fiﬁ = f;, logo a Equacdo 2.9, pode ser reescrita, chegando-se a Equagao 2.10, que junto com as

restrigdes Y3; X =1e Y xlﬁ = 1, constituem o sistema bdsico de equagdes para o calculo de

equilibrio liquido-liquido.
(xiy)® = (ay)f  (=1,2,..N) (2.10)
2.7 - MODELAGEM TERMODINAMICA

Com a finalidade de calcular os coeficientes de atividade da fase liquida,
usualmente sdo empregados modelos derivados de expressdes dadas para a energia de Gibbs
em excesso, a qual é uma fungdo de T, P e composi¢ao. Porém, para liquidos em pressdes baixas
e moderadas, a dependéncia em relacdo a pressao € normalmente desprezada. Esses modelos
levam em consideragdo a energia de interacdo entre as moléculas, expressa por parametros

binarios.
2.7.1- MODELO NRTL (Non-Random, Two-Liquid)

A energia de Gibbs em excesso a baixa pressio, GE ¢ calculada utilizando qualquer

modelo cldssico apropriado para a fase liquida. Na literatura, utilizam-se os modelos cldssicos:
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UNIQUAC (UNlversal QUAsi-Chemical) e NRTL (Non-Random-Two-Liquid), os quais estao
ligados ao conceito de composi¢cdo local. No interior de uma solucdo liquida, composi¢des
locais, diferentes da composicdo global da mistura, sdo supostamente responsdveis pelas
orientagdes moleculares nao-aleatorias e interagdes de curto alcance, que resultam de diferencas
no tamanho molecular e nas forcas intermoleculares. Neste trabalho serd realizado a modelagem
termodinamica dos dados de ELL pelo modelo NRTL.

Segundo Cruz e Renon (1978), o0 modelo termodindmico molecular NRTL (Non-
Random, Two-Liquid) proposto por Renon e Prausnitz (1968), ¢ um modelo que apresenta as

seguintes vantagens:

v E capaz de correlacionar propriedades de equilibrio de sistemas ndo-eletroliticos
fortemente nao-ideais;

v O conceito de composi¢do local permite uma redugdo do niimero de parimetros
ajustdveis;

v A generalizagdo das equagdes no NRTL a sistemas multicomponentes requer
somente parametros bindrios.

v As equagdes do modelo NRTL para o coeficiente de atividade em sistemas

multicomponentes sao as Equacdes 2.11 a 2.13:

%5 TjiGiX; X;Gyj [ ZkaTijki] >
_ , o 11
Iy Yk GriXk I ¥kGrixe | Y Yk GrjXk ( )
Agij Byj
Tij = RT] = Aij + ?] (Tij F Tﬁ) (2.12)
Gij = exp(—al-j‘rl-j) (aij F aji) (2.13)

Este modelo apresenta cinco pardmetros ajustiveis para cada par bindrio

(Aij, Aji, Bij, Bji, a;;) Os quatro primeiros estdo relacionados a energia de interagdo entre as

ij» Ajir Bijs Bj

moléculas do tipo i € j, enquanto o parametro «;; estd relacionado com a ndo- ndo aleatoriedade
da mistura; em cada mistura ndo aleatéria os componentes na mistura nao se distribuem
uniformemente, mas sim de maneira relativamente organizada, seguindo a teoria da composi¢ao

local. O conceito de composicdo local relata que a composi¢ao do sistema nas vizinhancas de



43

uma molécula ndo € igual a composi¢ao da mistura; isto ocorre porque ha diferenca no tamanho

e nas energias de interacdo da molécula (SMITH et al., 2007).



44

3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estd descrito o material utilizado para o desenvolvimento desta tese,
tais como as biomoléculas, os reagentes quimicos € 0s equipamentos necessdrios para
realizacdo da parte experimental. Além disso, as metodologias empregadas para os ensaios
envolvendo a obtencdo dos diagramas de fases e extracdo liquido-liquido de proteinas também

estao apresentados.

3.1- MATERIAL

3.1.1- REAGENTES QUIMICOS

Para a realiza¢do dos experimentos de equilibrio liquido-liquido (ELL) desta tese
de doutorado, foram utilizados: cinco sais orgénicos (citrato de sédio, tartarato de sédio,
tartarato de sédio e potdssio, acetato de sodio e citrato de potdssio), trés sais inorganicos
(tiossulfato de sodio penta-hidratado, fosfato de potdssio monobésico e fosfato de potassio
dibésico), um liquido 16nico (tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazodlio), polietilenoglicol
(PEG) de diferentes massas molares (1500, 4000 e 6000 g.mol'l) e agua destilada. As
biomoléculas utilizadas nos experimentos de extracao liquido-liquido foram a albumina de soro
bovino (BSA) e a lisozima (LS).

Nas Tabela 3.1 e 3.2 estdo listados, respectivamente, os compostos quimicos € as

proteinas utilizadas para a confecc@o desta tese, bem como algumas de suas caracteristicas.



45

Tabela 3. 1: Caracteristicas dos compostos quimicos utilizados nesta tese de doutorado

Composto Quimico Formula Massa molar Pureza Fabricante
Molecular (g/mol) (%)
Polietileno Glicol 1500 HO(C;H40),H - 99,9 Oxiteno
Polietileno Glicol 4000 HO(C;H40),H - 99,9 Oxiteno
Polietileno Glicol 6000 HO(C;H40),H - 99,9 Oxiteno
Tetrafluoropf)ra.to de/: .1—buti1— CsHisBEN, 226,02 i Merck
3-metilimidazdlio
Acetato de sddio NaC,H;0; 82,03 98,0 Merck
Tartarato de s6dio Na,C4H4Os 230,08 99,0 Merck
Tartarato de sédio e potdssio.4H,O KNaCsH406.4H>O 282,22 99,8 Synth
Citrato de sédio Na3;CsH504 294,1 99,0 Merck
Citrato de potéssio K3CsHs0O 306,39 99,7 Synth
Tiossulfato de s6dio penta-hidratado Na»S,03.5H,0 248,18 99,8 Merck
Fosfato de potéssio dibasico K>HPO4 174,18 99,0 Synth
Fosfato de potdssio monobdésico KH,PO4 136,09 99,0 Synth
Acido citrico CsHsO7 192,13 99,8 Merck

Fonte: Do autor.

Tabela 3. 2: Caracteristicas das proteinas utilizados neste trabalho

Caracteristicas Lisozima BSA Referéncias
Massa molar (kDa) 14,3 67 Sigma Aldrich
Ponto isoelétrico 10,7 4.8 Iwashita et al. (2017)/ Hubner et al. (2018)
Solubilidade em 4dgua (mg/ml) 10 40 Hubner et al. (2018)/Watanabe (2007)
Temperatura de desnaturacio (°C) > 100 > 60 Watanabe (2007)
Pureza /Fabricante 95 96 Sigma Aldrich

Fonte: Do autor.
3.1.2- EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS

Os equipamentos e utensilios utilizados para a determinacdo experimental do
equilibrio liquido-liquido dos sistemas de validagdo foram os mesmos dos sistemas ternarios
envolvendo liquido idnico/sal e PEG/sal. Estes equipamentos sdo listados a seguir.

v' Tubos de vidro com tampa (=~ 9 ml) para o equilibrio de fases e parti¢io de
biomoléculas;

v Tubos de centrifuga de vidros graduados para parti¢do de biomoléculas e medida do
volume das fases;

v" Célula de equilibrio para obten¢do das curvas binodais (Figura 3.1);
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v" Seringas de pldstico acopladas a agulha de metal ou mangueira fina de silicone para
coleta das fases;

v' Banho termostatico, da marca Tecnal TE-184, usado para manter condi¢cdes

isotérmicas no estado de equilibrio termodinamico. A precisdo da temperatura € de

+0,05°C;

Balanca analitica com precisdo de 1 x 10 g, com medicio de até 200 g;

Agitadores magnéticos da marca Fisatom, modelo 752;

Agitador de tubos (vortex) da marca Heidolph,;

Espectrofotémetro da marca AquaMate 8000 UV-Vis;

AN N NN

pHmetro da marca Quimis, modelo Q 400A.

A Figura 3.1 traz o esquema da célula de ELL e tubo de vidro utilizados nos

experimentos de obten¢do dos diagramas de fases e particdo das biomoléculas.

Figura 3. 1: Esquema da vista lateral da célula de equilibrio (medidas em cm): 1) Entrada de
agua; 2) Saida de dgua; 3) Coletor de amostra; 4) Area de armazenamento da amostra; 5) Area

de circulagdo de dgua; 6) Septo de vedacdo.

5,8

" 2,7
4,3

Fonte: Do autor.
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3.2- SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS DESTE TRABALHO

Os SABs estudados foram do tipo PEG/sal e LI/sal, variando a massa molar do PEG
e os sais utilizados, em diferentes valores de pH e temperaturas. Para uma melhor organiza¢ao
dos resultados e discussdo, optou-se por agrupd-los em 5 tipos de sistemas, conforme descrito
abaixo:
v’ Sistemas do tipo 1: PEG (1500, 4000 e 6000) + tamp3o citrato de sédio (pHs 5, 6 €
7) + 4dgua a 30°C;
v' Sistemas do tipo 2: PEG (1500, 4000 e 6000) + tamp@o fosfato de potdssio (pHs 6,
7 e 8) + dgua a 30°C;
v" Sistemas do tipo 3: PEG (1500, 4000 e 6000) + tiossulfato de sédio penta
hidratado+ dgua nas temperaturas de 20, 30 e 40°C;
v’ Sistemas do tipo 4: PEG (1500, 4000 e 6000) + sal + 4gua a 30°C; sais: tartarato
de sddio, tartarato de sdédio e potdssio, citrato de potdssio e fosfato dipotdssico.
v' Sistemas do tipo 5: [bmim]BF; + sais orginicos (acetato de sédio, citrato de s6dio

e tartarato de s6dio) + dgua nas temperaturas de 20, 30 e 40°C;

As parti¢des das proteinas albumina de soro bovino e da lisozima foram realizadas
a 30 °C nos sistemas PEG (1500, 4000 ou 6000) + sal (tartarato de sédio, tartarato de sédio e
potdssio, tampao fosfato de potdssio em pH 7,0) + dgua. Nos SABs do tipo PEG/citrato de

potassio, foi estudada somente a particao da lisozima.

3.3 - DIAGRAMA DE FASES

3.3.1 - CURVAS DE SOLUBILIDADE

As curvas de solubilidade (ou curvas binodais) foram obtidas a partir de solucdes
aquosas de sal (organico ou inorganico) e liquido 16nico (LI) ou PEG de concentra¢do méssica
conhecida. As curvas binodais foram obtidas por turbidimetria, nas temperaturas de anélise de
cada sistema, segundo metodologia descrita por Albertsson (1986). A solucdo de liquido i6nico
ou PEG, de massa conhecida, foi titulada com a solucdo de sal (ou vice-versa), gota a gota, até
o aparecimento da névoa ou turbidez (inicio da regido bifasica). Neste momento anotou-se a
composi¢do do sistema, que identificou um ponto da curva binodal. A esse sistema foi

adicionado uma determinada quantidade de 4gua destilada até que a solucao se tornasse limpida
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(regido monofésica). Em seguida, repetiu-se a titulacio até a deteccao da nova turbidez, o que
levou a obtencao de um novo ponto da binodal. O procedimento citado, o qual foi mantido sob
agitacdo e temperatura constantes, foi repetido até que fossem obtidos pontos suficientes para
identificar a regido bifdsica e modelar a curva binodal de forma adequada. A composi¢cdo do
sistema terndrio foi determinada pela quantificacdo das massas de todos os componentes, com
precisdao de 4 casas decimais, usando balanca analitica. A Figura 3.2 mostra a secdo

experimental montada para obten¢@o das curvas binodais.

Figura 3. 2: Secado experimental para obtencio das curvas binodais.

Fonte: Do autor

3.3.2 -LINHAS DE AMARRACAO: EXPERIMENTO E ANALISE

Uma vez obtidos os dados de solubilidade, foram conduzidos os experimentos para
se obterem as linhas de amarracdo (LAs). Para isto, misturas ternérias, pertencentes a regido de
duas fases, foram preparadas em tubos de vidros (= 9 mL), os quais eram previamente pesados.
Essa solucdo terndria era, entdo, vigorosamente agitada por 10 minutos a 2500 rpm em um
vortex. Em seguida, as solu¢des foram centrifugadas por 20 min e deixadas em banho
termostatico de acordo com a temperatura de trabalho (20, 30 ou 40°C), por no minimo 15 horas
(Figura 3.3 (a)), garantindo a condi¢d@o de equilibrio.

Ap6s o tempo de repouso, observou-se a formagdo das duas fases limpidas com
interface bem definida e, entdo, elas foram cuidadosamente separadas e pesadas. Com o auxilio

de uma seringa retirou-se primeiro uma parte da fase superior deixando aproximadamente 5
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mm dessa fase na regido logo acima da interface. Pesou-se essa por¢do da fase superior. Logo
em seguida, o sistema foi deixado no banho por mais 30 min e depois recolheu-se a fase de
cimarestante e mais os, 5 mm (aproximadamente) da fase inferior abaixo da interface. A seringa
contendo as duas fases (Figura 3.3 (b)) foi mantida em repouso no banho termostético (~ 30
min), dentro de um tubo de ensaio, na temperatura de andlise para separacdo e pesagem das
quantidades das fases proximas ao menisco. As etapas de pesagem das fases foram realizadas
cuidadosamente para obter os resultados com o minimo de perturbacdo do ELL. Por ultimo,
pesou-se o tubo com a fase inferior restante. A Figura 3.4, ilustra a coleta das fases para

pesagem.

Figura 3. 3: Obtencdo das linhas de amarracdo: (a) Tubos de vidro em repouso no banho
termostdtico; (b) Fases proximas ao menisco de separagdo das fases na seringa em repouso no

banho termostitico com tubos de ensaio revestidos com isolante de algodao.

Fonte: Do autor.
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Figura 3. 4: Esquema de coleta das fases: (a) Equilibrio liquido-liquido; (b) Coleta de parte da
fase superior; (c) Material coletado pr6ximo ao menisco; (d) Fases superior e inferior, coletadas

na etapa (c), em repouso na seringa.

Fonte: Do autor.

As LAs foram determinadas pelo método gravimétrico, originalmente proposto por
Merchuk ez al. (1998). Inicialmente, os pontos obtidos experimentalmente para as curvas
binodais foram ajustadas pela Equacdo 3.1. que foi reescrita para as fases superior (Equagao

3.3) e inferior (Equagdo 3.4).
wy = Aexp(B(w;)*° — C(w,)*) (3.1)

em que wy, refere-se a fracdo massica do liquido idnico ou do PEG, dependendo do

tipo de sistema, e w, € a fracdo massica do sal. Os parametros A, B e C sdo constantes obtidas
por regressdo ndo-linear.

Os ajustes foram feitos no software Statistica 7.0, sendo obtidos os intervalos de

confianca de cada parametro a 95 % para o calculo da propagacdo de erros. A qualidade do

ajuste foi avaliada tanto em termos do coeficiente de determinacio (R?) como também da

incerteza padrdo (sd), calculada pela Equagdo 3.2.

sd = ((2?=1(100w5a’ — 100w;*?)) /n)o'5 (3.2)

em que n € o nimero de dados da curva binodal, w; € a fragdo mdssica do componente

i, € os sobrescritos cal e exp referem-se a valores calculados e experimentais, respectivamente.
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Em seguida, as LAs foram quantificadas aplicando-se a regra da alavanca para a
relacdo entre a composi¢do da fase superior e a composi¢cdo global do sistema. Para a
determinacdo das composi¢cdes das linhas de amarragdo, o sistema de quatro equagdes

(Equagdes 3.3 - 3.6) e quatro incégnitas (wi, wi, wil e wil) foi resolvido.

wi = Aexp(B(wz)"® — C(w3)?) (33)
wi' = Aexp(B(wz)"® — C(w3)?) (3.4)
M -
wi = WTl - %W{I (3.5)
M —
wh =22 - =Syl (3.6)

em que os sobrescritos, “I”, “II” e M, referem-se a fase superior, fase inferior e
mistura, respectivamente. O termo « € a razdo entre a massa da fase superior (g) e a massa total
da mistura (g).

E importante ressaltar que as incertezas, u(w;), (para i igual a 1, PEG, ou 2, sal) das
fracOes massicas das fases inferior e superior foram obtidas para todos os sistemas PEG/sal e
as equacoes utilizadas neste calculo podem ser vistas no Apéndice E.

O comprimento (CLA) e inclinacio (ILA) das linhas de amarragdao foram

calculados pelas Equacdes 3.7 e 3.8.

CLA = /(W) —wD2 + (wl — wlh?2 3.7)
wlowh
LA = B (3.8)

em que wi, wil, wl e wl! representam as composicdes de equilibrio, em fracio
madssica, do liquido idnico ou PEG (1) e do sal (2), na fase superior (I) e inferior (II).

Os dados experimentais das linhas de amarragdo tiveram sua qualidade verificada
pelos testes de Othmer-Tobias (1942), Equacdo 3.9, e de Bancroft, Equacao 3.10, (Gonzélez-
Tello et al., 1996).
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1— I 1— II

o () o5
Wl wh\"

wr=k () (3.10)

Nas Equacgdes 3.9 e 3.10, ki, n, ko e r sdo parametros de ajuste e
wi, wi,wl, wil wil wil sio as fracdes massicas do LI ou PEG (1), sal (2) e dgua (3) nas fases

superior (1) e inferior (II).
3.4 — PARTICAO DAS BIOMOLECULAS

3.4.1 - PREPARO DOS SABS PARA PARTICAO

Os experimentos de particdo foram realizados em duplicata utilizando tubos de
vidro (=9 mL) ou tubos de centrifuga graduados. Os componentes das fases, junto com a
biomolécula a ser particionada, pesavam aproximadamente 5 g. Os sistemas sem proteina, a
principio terndrios, eram preparados nas quantidades idénticas aos SABs que deram origem as
linhas de amarracdo de cada diagrama de fase obtido. Porém, no lugar da dgua era adicionada
uma solucdo proteica (0,5 a 1 g/dm3), de concentragdo conhecida. Em seguida, os tubos eram
agitados em um vértex por 10 min a 2500 rpm, centrifugados por 20 min e mantidos em repouso
por pelo menos 20 horas em banho termostatico a 30 °C. Posteriormente, as fases foram
coletadas e guardadas sob refrigeracdo para posterior andlise da concentragdo proteica em
espectrofotdmetro a 280nm. Agua destilada foi utilizada como branco e para diluicio das

amostras.
3.4.2 - MEDIDA DO pH DAS FASES

Para medir o pH de cada fase dos SABs a 30°C, nos quais foram realizados a
particdo, preparou-se o sistema terndrio nas mesmas concentragdes mdssicas de cada linha de
amarracdo e com massa total com cerca de 10g. O sistema foi agitado e mantido em repouso
por no minimo 15 horas em banho termostéatico. Apds esse procedimento, recolheu-se as fases

para medicao do pH.
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3.4.3 - EQUACOES PARA A ANALISE DAS PARTICOES

3.4.3.1-Coeficiente de particao

Para a andlise da particio das biomoléculas, o coeficiente de particdo (K;) foi
definido pela medida de concentragdo da proteina total (Kp), o qual estd expresso nas Equacao

3.11.
Kp = 3.11)

em que, Cy e Cy sdo, respectivamente, a concentracio de proteina total (mg.ml™!)

nas fases superior (T) e inferior (B).
3.4.3.2- Eficiéncia de extracio

A eficiéncia de extracdo das proteinas (BSA ou lisozima) nas fases inferior (%eg)
e superior (%eér), foram calculadas pelas Equagdes 3.12 e 3.13, respectivamente. Sendo que,
esta dltima deve ser utilizada para os casos em que a biomolécula foi recuperada em sua maior

parte na fase superior e a primeira para quando a proteina foi particionada para fase inferior.

[ BIO ]sq1*Wsai
[ BIO |pec*WpEG+[ BIO Jsai*Wsal

Yoep = «100 (3.12)

Yooy = LBIO lprG W rEG %100 (3.13)

[ BIO |sqi*Wsai+[ BIO 1pEG*WPEG

em que, [BIO] representa a concentracdo total da biomolécula em uma
determinada fase em mg. mL, superior (rica em PEG) ou inferior (rica em sal). As fracoes

madssicas do sal e do PEG em cada fase sdo identificadas, respectivamente, por Wg,; € Wpgg.
3.4.4 - MODELAGEM DOS DADOS EXPERIMENTAIS

Os dados de ELL experimentais deste trabalho foram correlacionados pelo modelo
termodindmico NRTL (Non-Random Two-liquid). Os parametros de interacio do modelo
termodindmico foram estimados utilizando o programa TML_LLE 2.0 (STRAGEVITCH e

D’AVILA, 1997), implementado em linguagem Fortran. O procedimento ¢ baseado no método
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Simplex Modificado, proposto por NELDER e MEAD (1965) e consiste na minimizacio da
funcdo objetivo F' (Equacdo 3.14), baseada na composi¢do molar das fases. O desvio gerado

(rmsd) entre dados calculados e experimentais pode ser calculado pela Equagao 3.15.

2

P=SEEY SN (Gl - i)+ Gl - fe)’) 314
M= SN (Xl =L o) + (=L, )

rmsd=100\/ e pzxmj) ey i)} (3.15)

em que, D é o nimero de conjunto de dados, N e M sdo o nimero de componentes
e linhas de amarragdo, respectivamente, os sobrescritos I e I sdo as fases em equilibrio, e os

sobrescritos ‘exp’ e ‘calc’ referem-se aos valores experimentais e calculados, respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo mostrados os resultados referentes a validacdo do método de
obtencdo dos dados de equilibrio liquido-liquido (ELL) (item 4.1), as anédlises dos diagramas
de fases obtidos neste trabalho (item 4.2), a modelagem termodinamica (item 4.3) e as parti¢des

das proteinas (BSA e lisozima) (item 4.4).

4.1- VALIDACAO DA TECNICA EXPERIMENTAL

4.1.1- TURBIDIMETRIA E METODOLOGIA DE MERCHUK et al. (1998)

Com o objetivo de validar a técnica experimental, escolheu-se reproduzir 2
diagramas de fases: sistema PEG 4000 + tartarato de sodio e potdssio (KNaC4H4O¢) + dgua
(H20) a 25°C e sistema PEG 4000+ citrato de sédio (pH 5,0) + dgua 25°C. A comparagdo do
primeiro sistema foi feita com os dados experimentais do trabalho de Zafarani-Moattar e Toluei
(2008), tendo sido comparadas a curva binodal e duas linhas de amarragdo. Vale mencionar que
os autores determinaram a concentracdo de sal nas fases por fotometria de chama e a
concentracdo de PEG de forma indireta a partir do indice de refracdo. J4 para o segundo sistema,
apenas a curva binodal foi comparada aos dados experimentais da dissertacao de Torres (2013).

Para obter os pontos da binodal do primeiro sistema, utilizou-se solucdes,
previamente preparadas, de PEG 4000 na concentracdo de 50 % (m/m) e de sal a 30 % (m/m).
A metodologia detalhada esta descrita no item 3.3 desta tese. As Tabelas 4.1 e 4.2 mostram os

dados experimentais obtidos neste trabalho junto com os dados da literatura.
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Tabela 4. 1: Dados das curvas binodais dos sistemas formados por PEG 4000 (1) + tartarato de
sodio e potdssio (2) + dgua (3) a 25°C.

Zafarani-Moattar e Toluei (2008) Este trabalho

100w, 100w, 100w, 100w, 100w, 100w, 100w, 100w,
27,08 6,38 15,85 9,91 43,65 3,36 17,8 9,25
26,63 6,48 13,59 10,96 40,84 3,71 15,32 10,22
26,16 6,62 11,18 12,06 37,45 4,33 13,43 11,00
25,67 6,78 8,87 13,15 35,11 4,72 11,16 11,97
24,84 7,01 6,81 14,11 31,84 5,49 8,83 13,01
24,05 7,21 5,06 14,95 29,25 5,88 6,45 14,12
22,71 7,64 3,69 15,91 26,76 6,53 4,84 14,93
20,94 8,17 2,69 16,43 24,00 7,21

19,01 8,79 20,55 8,30

Fonte: Do autor.

Tabela 4. 2: Dados experimentais das linhas de amarracdo (LAs) dos sistemas formados por
PEG 4000 (1) + tartarato de sédio e potdssio (2) + dgua (3) a 25°C.
ALIMENT. ACAO FASE SUPERIOR FASE INFERIOR

LAs Referéncia

100w; 100w 100w; 100w, 100w; 100w
1 Zafarani-Moattar 12,33 12,97 22,8 7,6 1,33 18,33
2 (2008) 15,63 14,01 32,7 5,5 0,49 22,51
1 Bste trabalho 12,31 12,92 2221 73 1,28 18,22
2 15,58 14,10 32,34 5,21 0,43 2222

Fonte: Do autor

A Tabela 4.3 traz os parametros de Merchuk et al. (1998) (Eq. 3.1), obtidos a partir
da curva binodal experimental. O coeficiente de determinacao obtido foi de 0,9994 e a incerteza
padrao (sd) foi de 0,0018, o que qualifica o ajuste como bem sucedido. Essa etapa foi necessdria

para obter as composi¢des das linhas de amarracao.

Tabela 4. 3: Parametros da equacdo de Merchuk (Eq. 3.1) para os sistemas formados por PEG
4000 (1) + tartarato de sédio e potdssio (2) + dgua (3) a 25°C

Paréametros (LC.95% )’ R’ Sd*
A 1,2404 (1,1556, 1,3258)
B -5,666 (-5,9967, -5,3353) 0,9994 0,0018
C 280,3812 (245,7708, 314,9916)

Fonte: Do autor;
asd representa a incerteza padrdo (Eq. 3.2); ® intervalo de confianga de 95%.

A Figura 4.1 mostra a comparagdo das curvas binodais e das linhas de amarracao

obtidas neste trabalho com os dados publicados por Zafarani-Moattar e Toluei (2008) para o
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mesmo sistema. Como pode ser observado nesta figura, os métodos experimentais foram

validados de maneira bastante satisfatoria.

Figura 4. 1: Validacdo do diagrama de fases do sistema formado por PEG 4000 (1) + tartarato

de sédio e potéssio (2) + dgua a 25 °C

45— 35
40 o B Zafarani-Moattar e Toluei (2008) | —l— Zafarani-Moattar e Toluei (2008)
1 304 %
35 1 DD [0 Este trabalho 1 “>_--[- Este trabalho
251
30 - |
~25] T §-<20-
- |
é 201 Lu S 154
S 15 Ty S
~ ] o ~~ 104
10 - a |
T=25°C s 51
5+ O m ]
|
0 T T T T T T T 0- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
100w 100w
2 2

Fonte: Do autor

Para o segundo sistema (tampao citrato), a comparacao da curva binodal obtida
nesse trabalho com os dados da literatura estd colocada no Apéndice A, na Tabela Al e na
Figura Al. Verifica-se uma sobreposi¢do dados, o que evidencia o treinamento adequado para

a visualizacdo do ponto de névoa e da técnica da turbidimetria, também em sistema tampao.

4.2- EXPERIMENTOS DE EQUILIBRIO LIQUIDO-LIQUIDO

4.2.1- SISTEMA DO TIPO 1: PEG + TAMPAO CITRATO DE SODIO +
AGUA

Neste item, sdo apresentados o equilibrio liquido-liquido (ELL) de SABs
compostos por PEG de massas molares médias iguais a 1500, 4000 e 6000 g.mol™!' e tamp@o
citrato de sédio (pH 35,0, 6,0 e 7,0) a 30°C.

Dados do trabalho de Nascimento et al. (2018) envolvendo SABs com PEG 1500 e
o mesmo sal deste trabalho foram comparados com os resultados obtidos nesta tese. As

comparacdes podem ser vistas no Apéndice A.
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4.2.1.1 — Analises envolvendo as curvas binodais

Inicialmente, foram obtidas as curvas binodais, as quais partiram de solug¢des de
PEG (50% m/m) e tampdo citrato de sédio (35 % m/m), conforme metodologia descrita no
Capitulo 3. Os dados experimentais estdo mostrados na Tabela B1 do Apéndice B e
representados nas Figuras 4.2 e 4.3.

Os parametros da equacdo de Merchuk (Eq. 3.1) sdo mostrados na Tabela C1 do
Apéndice C, junto com os valores dos coeficientes de determinacdo (R?> > 0,9952) e das
incertezas padrdes (sd < 0,0056) encontrados, além dos intervalos de confianga dos parametros
ajustados a 95% de confianga.

Considerando as regides de menores concentragdes de PEG nas Figuras 4.2 e 4.3,
as quais mostram, respectivamente, o efeito da massa molar do PEG e o efeito do pH, observa-
se que tanto o aumento da massa molar do PEG, quanto do pH do sistema, proporcionam regides
bifasicas maiores. Entretanto, a expansdo dessa regido foi pouco expressiva, quando se
aumentou o pH de 6,0 para 7,0 e a massa molar do PEG de 4000 para 6000 g/mol!. J4 em
regides ricas em PEG, para estes mesmos valores de pH e massas molares, as curvas se
sobrepdem.

O efeito da massa molar do PEG, ja estd bem definido na literatura (ASENJO e
ANDREWS, 2011; JAYAPAL et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; PIRDASHTI et al., 2019;
TUBIO et al., 2006), sendo que, quanto maior a massa molar do polimero, menor € a
concentracao de sal necessdria para a formagao das duas fases. Isso acontece devido ao aumento
da incompatibilidade entre os componentes do sistema, uma vez que o PEG adquire um carater
mais hidrofébico a medida que seu peso molecular aumenta.

De acordo com Ananthapadmanabhan e Goddard (1987), anions com valéncia
maior sao melhores agentes salting-out do que anions de valéncia menor. O anion citrato é
considerado trivalente e o processo de adicionar uma solucao de 4cido citrico a uma solucao de
citrato de sédio faz com que aumente a quantidade de fons H+ do meio, reduzindo o pH e
obtendo um novo tipo de anion, o bivalente. Os fons trivalentes sao mais facilmente solvatados
pelas moléculas de dgua, sendo assim mais eficientes na promocao da exclusdo do polimero.
Portanto, maiores valores de pH necessitam de uma menor concentracdo de tampao para a
formacdo de duas fases e, consequentemente, uma maior regifo bifdsica é observada, conforme
pode ser visto na Figura 4.4. Essa mesma tendéncia foi observada por Pirdashti et al. (2019)
ao investigar o efeito de sais formiatos em curvas binodais formadas com PEGs de diferentes

massas molares. Outros autores também encontraram resultados coerentes com os deste
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trabalho em suas pesquisas (HAMZEHZADEH E ZAFARANI-MOATTAR et al., 2015;
PORTO et al., 2007; ZAFARANI-MOATTAR e SADEGHI, 2001).

Figura 4. 2: Influéncia da massa molar do PEG nas curvas binodais dos sistemas formados

por PEG (1) + tampao citrato de sédio (2) + dgua (3) a 30°C em diferentes valores de pH.
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Fonte: Do autor
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Figura 4. 3: Influéncia do pH nas curvas binodais dos sistemas formados por PEG (1) + tampao

citrato de sédio (2) + dgua (3) a 30°C.
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Fonte: Do autor

4.2.1.2 - Correlagoes e linhas de amarracao

Os dados de ELL e os valores de comprimento (CLA), inclinagdo (ILA) e a,
referentes as composi¢oes das linhas de amarracdo, para os sistemas deste item sdo mostrados
na Tabelas 4.4 e 4.5. Além disso, as incertezas, u(100wi), obtidas por propagagdo de erros
também podem ser vistas na Tabela 4.4. As misturas terndrias iniciais foram escolhidas de tal
forma que os volumes das fases no equilibrio fossem aproximadamente iguais em quantidade,
o que fica evidente pelo termo a (razdo entre a massa da fase superior e a massa total no ELL)
desta tabela. Para a maioria dos sistemas, a concentragdo de PEG na fase inferior € muito pequena,
sendo que, em alguns casos, esse componente estd quase excluido, mostrando assim a alta
capacidade dos fons citrato em se hidratar preferencialmente e promover quase totalmente a
exclusdo do PEG da fase inferior. Tal resultado, também foi observado por Oliveira et al. (2008).

Além disso, Nascimento et al., (2018) encontraram valores de ILA (inclinacao da

linha de amarragao) semelhantes aos deste trabalho em SABs envolvendo PEG 1500/ citrato de
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sédio, conforme pode ser visto no Apéndice A. Em Silveira et al. (2012), os quais estudaram
SABs envolvendo PEG (4000 ou 8000) e citrato de sddio, os valores de ILA (inclinagdo da
linha de amarracdo) e CLA (comprimento da linha de amarragao) encontrados sao semelhantes
aos deste trabalho. Silvério et al. (2012) observaram também que houve variacdo na ILA

quando se variou a massa molar do PEG de 1500 para 8000g.mol .
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Tabela 4. 4: Dados experimentais das linhas de amarracdo (LAs) dos sistemas formados por PEG (1) + tampao citrato de sédio (2) + 4gua (3) a

30°C
A ALIMENTACAO FASE SUPERIOR FASE INFERIOR
100w, 100w 100w, u(100w;)* 100w u(100w;)* 100w, u(100w;)* 100w> u(100wz)*
pH 5,0
PEG 1500
1 15,47 16,38 29,76 0,16 7,10 0,39 1,62 0,16 25,38 0,38
2 19,00 16,71 37,31 0,05 4,69 0,27 0,56 0,05 28,80 0,27
3 21,06 18,49 41,81 0,01 3,58 0,23 0,09 0,01 33,39 0,24
4 24,02 19,01 45,87 0,00 2,96 0,13 0,01 0,00 36,68 0,14
PEG 4000
1 15,98 13,13 30,10 0,09 5,25 0,37 0,68 0,10 21,67 0,40
2 20,46 14,83 38,48 0,00 3,50 0,28 0,03 0,01 27,67 0,32
3 20,62 16,64 41,92 0,00 2,95 0,23 0,01 0,00 29,90 0,22
4 22,99 16,68 45,68 0,00 2,43 0,26 0,00 0,00 31,25 0,28
PEG 6000
1 15,08 11,39 24,12 0,16 6,73 0,27 1,73 0,23 18,28 0,40
2 17,01 13,20 31,82 0,02 4,72 0,19 0,23 0,02 22,80 0,22
3 18,97 14,96 38,24 0,00 3,43 0,16 0,03 0,00 26,28 0,15
4 20,96 15,76 43,00 0,00 2,70 0,12 0,00 0,00 28,34 0,11
pH 6,0
PEG 1500
1 17,96 12,73 31,96 0,05 4,85 0,16 1,03 0,07 22,26 0,20
2 20,30 12,60 35,34 0,03 4,02 0,14 0,81 0,04 23,50 0,17
3 20,63 14,11 39,45 0,01 3,16 0,12 0,22 0,01 25,97 0,13
4 21,20 16,33 43,47 0,00 2,79 0,12 0,03 0,00 28,90 0,11
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PEG 4000
1 17,02 9,66 29,00 0,03 3,96 0,07 1,19 0,09 17,02 0,09
2 19,00 11,85 37,63 0,00 2,71 0,06 0,08 0,06 21,13 0,06
3 17,03 16,67 46,33 0,00 1,73 0,06 0,00 0,06 25,02 0,06
4 21,00 15,82 48,92 0,00 1,54 0,06 0,00 0,03 26,60 0,03
PEG 6000
1 14,49 9,61 23,24 0,08 5,27 0,25 0,86 0,12 16,52 0,36
2 17,05 11,78 32,73 0,00 3,42 0,19 0,03 0,01 20,85 0,21
3 18,96 13,62 39,51 0,01 2,41 0,16 0,00 0,00 23,96 0,14
4 20,77 15,61 47,01 0,00 1,34 0,01 0,00 0,01 26,82 0,01
pH 7,0
PEG 1500
1 18,01 10,50 30,45 0,27 4,77 0,31 2,05 0,27 18,01 0,32
2 18,95 11,64 34,60 0,14 3,87 0,25 1,33 0,16 20,39 0,29
3 22,07 12,37 41,79 0,06 2,58 0,16 0,47 0,07 23,08 0,17
4 22,98 15,22 49,95 0,02 1,57 0,13 0,08 0,02 26,81 0,12
PEG 4000
1 16,96 9,66 30,75 0,04 3,57 0,17 0,46 0,05 16,95 0,21
2 18,95 11,42 39,65 0,01 2,23 0,12 0,07 0,01 19,82 0,11
3 20,01 12,31 43,67 0,02 1,68 0,20 0,02 0,02 21,01 0,20
4 20,96 13,19 48,53 0,01 1,34 0,11 0,01 0,00 22,20 0,09
PEG 6000
1 16,96 9,72 31,45 0,04 3,34 0,21 0,30 0,04 17,06 0,24
2 21,92 9,12 36,48 0,01 2,58 0,17 0,08 0,01 18,93 0,26
3 19,01 11,44 39,20 0,00 2,23 0,16 0,03 0,00 20,10 0,15
4 20,98 13,16 44,55 0,00 1,67 0,13 0,00 0,00 23,38 0,12

Fonte: Do autor
2 Incertezas (u(100w;)<0,5 para i= 1 ou 2 em todos os sistemas);
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Tabela 4. 5: Dados para anélise das linhas de amarracao (LAs) da Tabela 4. 4 para os sistemas formados por PEG (1) + tampao citrato de sédio

(2) + dgua (3) a 30°C
IA PEG CLA? ILAY at CLA* ILAY at CLA“ ILA? a
pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
1 33,55 -1,54 0,49 35,49 -1,78 0,55 31,33 2,15 0,52
2 1500 43,96 -1,52 0,50 39,65 -1,77 0,55 37,14 -2,01 0,53
3 51,27 -1,4 0,50 45,38 -1,72 0,52 46,13 -2,02 0,47
4 56,92 -1,36 0,51 50,68 -1,66 0,49 55,9 -1,98 0,46
1 33,69 -1,79 0,53 30,73 -2,13 0,54 33,12 -2,26 0,54
2 4000 45,42 -1,59 0,52 41,82 -2,04 0,37 43,31 -2,25 0,48
3 49,84 -1,56 0,49 51,85 -1,99 0,50 47,74 -2,26 0,43
4 54,01 -1,58 0,51 54,96 -1,95 0,44 52,82 -2,33 0,51
1 25,19 -1,94 0,60 25,05 -1,99 0,61 34,04 -2,27 0,6
2 6000 36,4 -1,75 0,53 37,05 -1,88 0,52 39,91 -2,23 0,53
3 44,52 -1,67 0,50 45,01 -1,83 0,48 43,06 -2,19 0,48
4 50,06 -1,68 0,51 53,46 -1,84 0,41 49,56 -2,05 0,47

Fonte: Do autor.

3 CLA (comprimento da LA, Eq. 3.7) ® ILA (inclinagdo da LA, Eq. 3.8); ° (a

__ massa da fase superior

massa de alimentacgdo

)
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As Figuras 4.4 e 4.5 mostram, respectivamente, o efeito do PEG e do pH nos valores
de ILA de todos os SABs do tipo PEG/tamp#o citrato. E importante mencionar que nio foram
observadas mudancas significativas nesses valores quando se variou a massa molar do PEG,
como visto na Figura 4.4. No entanto, quando as ILAs dos pHs 5,0 e 7,0 sdo comparadas na
Figura 4.5 e Tabela 4.5, observa-se que elas aumentam com o acréscimo do pH. Pirdashti e
colaboradores (2015), também observaram um aumento nas [LAs ao estudarem SABs do tipo
PEG 3000/ citrato de sédio nos pHs 6,1, 7,5 € 9,0.

Tubio et al. (2006) estudaram a influéncia tanto do pH quanto da massa molar do
PEG em sistemas compostos por PEG e citrato de sédio, e ndo observaram diferencas
importantes nos valores de ILA quando os valores de pH ou massa molar foram variados.
Nascimento et al. (2018) também ndo encontrou grandes variagdes nas ILAs em seus
experimentos.

A influéncia do pH, da temperatura e do tipo de sal para sistemas compostos por
UCON 50 HB-2000 + fosfato de potéssio ou citrato de sddio foi estudada por Nascimento et
al. (2011). Diferencas significativas nos valores de ILA e CLA foram observadas quando se
compararam experimentos nas temperaturas de 4 e 25°C, mas quando se aumentou o pH de 7,0

para 8,0 apenas uma pequena mudanca foi observada.
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Figura 4. 4: Diagramas de fases para os sistemas formados por PEG (1) + tampao citrato de
sédio (2) + dgua (3) a 30°C e andlise da influéncia do PEG na inclina¢do das linhas de

amarragao.
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Figura 4. 5: Diagramas de fases para os sistemas formados por PEG (1) + tampao citrato de

sodio (2) + dgua (3) a 30°C e andlise da influéncia do pH na inclinagdo das linhas de amarracao.
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Fonte: Do autor

A qualidade dos dados de equilibrio obtidos foi avaliada pelos testes de Othmer-
Tobias (1942) e Bancroft (Gonzdlez-Tello et al., 1996), os quais apresentaram coeficientes de

determinagdo maiores que 0,9838 na maioria dos dados da Tabela 4.6.
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Tabela 4. 6: Parametros das Equacgdes (3.9 e 3.10) para os sistemas formados por PEG (1) +
tampao citrato de sodio (2) + dgua (3) a 30°C

- Othmer-Tobias (Eq.3.9) Bancroft (Eq. 3.10)

P ky n R} k, r R
PEG 1500

5,0 0,5462 1,3292 0,9654 1,6475 0,7651 0,9630

6,0 0,3527 1,4196 0,9817 2,1560 0,7081 0,9838

7,0 0,2077 1,5919 0,9916 2,7622 0,6123 0,9924
PEG 4000

5,0 0,4664 1,2530 0,9905 1,9123 0,8126 0,9896

6,0 0,2247 1,5089 0,9994 2,7539 0,6638 0,9996

7,0 0,0725 2,1648 0,9972 34116 0,4646 0,9964
PEG 6000

5,0 0,3525 1,4647 0,9978 2,1214 0,6841 0,9992

6,0 0,2247 1,5089 0,9994 2,7539 0,6638 0,9996

7,0 0,2082 1,4746 0,9855 2,9479 0,6969 0,9844

Fonte: Do autor

4.2.2- SISTEMA DO TIPO 2: PEG + TAMPAO FOSFATO DE POTASSIO +
AGUA

Os diagramas de fases para os sistemas do tipo PEG (1500, 4000 e 6000 g.mol™) +
tampao fosfato de potassio (KH,PO4/KoHPO4) + dgua a 30°C e nos valores de pHs 6,0, 7,0 e 8,0

foram avaliados experimentalmente.

4.2.2.1-Analises envolvendo a curva binodal

A Tabela B2 do apéndice B apresenta as concentra¢des massicas do PEG e do sal que
fazem parte das curvas binodais dos SABs do tipo PEG/ (KH2PO4/K>2HPOy). Para obter tais curvas,
solugdes aquosas de PEG foram preparadas na concentracdo de 50% (m/m), enquanto as solugdes
de tampao fosfato de potassio 30 % (m/m) com pHs 6,0, 7,0 e 8,0 foram preparadas adicionando-
se quantidades apropriadas da soluc@o de fosfato de potissio dibasico (KoHPOs4) na solugdo de
fosfato de potdssio monobdsico (KH2PO4), ambas com concentracio madssica de 30 %. Tal
procedimento foi realizado com o auxilio de um pHmetro.

A equacdo de Merchuk foi ajustada satisfatoriamente (R? > 0,9970 e sd < 0,0063) as

curvas binodais obtidas e os resultados podem ser vistos na Tabela C2 do Apéndice C.
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A influéncia da massa molar do PEG (Figura 4.6) e do pH (Figura 4.7) nas curvas
binodais é semelhante ao efeito observado nos sistemas envolvendo tampao citrato.

Quanto menor a massa molar do polimero, maiores concentragdes dos componentes
das fases sdo necessdrias para alcangar a regido bifdsica, o que estd em conformidade com os
trabalhos de (Albertsson,1986; PIRDASHTI et al., 2019). E importante ressaltar que esta
andlise € feita em regides de menores concentracdes de PEG, pois em altas concentracdes deste
componente, as curvas se sobrepdem ou sao mais proximas.

Com relagdo ao efeito do pH (Figura 4.7), observou-se que quanto maior o pH,
maior € a regido de duas fases. No entanto, percebe-se que esse comportamento é menos
evidente para as curvas com pH 7 e 8. Hamzehzadeh e Zafarani-Moattar (2015) estudaram a
influéncia do pH em SABs com polimero e citrato de s6dio a 25°C e encontraram este mesmo
efeito entre o pH 3 e 6. Observaram também que entre os valores de pH 6 e 7, o efeito era menos
pronunciado. Outros autores também confirmaram este efeito (AHMADI et al., 2018;
PIRDASHTI et al., 2015).

Videira e Aires-Barros (1994) estudaram SABs do tipo PEG/fosfato e verificaram
que a reducdo do pH de 8,0 para 7,0 aumentou a concentracdo do polimero e sais necessarios
para a formacdo de fases, ou seja, diminuiu a regido bifésica. Esse efeito pode ser explicado
pelo aumento da propor¢do de H,PO4/HPO4? com a diminui¢do do pH. O 4nion monovalente
apresenta baixo efeito “salting-out”, sendo necessaria uma maior concentracdo de sal e/ou

polimero para obter um sistema com duas fases.
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Figura 4. 6: Influéncia do PEG nas curvas binodais dos sistemas formados por PEG (1) +
tampao fosfato de potdssio (2) + dgua (3) a 30°C.
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Fonte: Do autor.

Figura 4. 7: Influéncia do pH nas curvas binodais dos sistemas formados por PEG (1) + tampao
fosfato de potéssio (2) + dgua (3) a 30°C.
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Os dados de ELL e os valores de CLA, ILA, a e as incertezas, u(100w;), obtidas por

propagacao de erros, sdo dadas nas Tabelas 4.7 e 4.8 e os diagramas de fases sdo apresentados

nas Figuras 4.8 e 4.9. Nestas figuras, é possivel ver a influéncia do PEG e do pH na inclinacao

das linhas de amarracdo (ILAs). Como foi observado nos sistemas PEG/ tampao citrato deste

trabalho, também ndo ocorreu grande variacao nas ILAs quando se mudou a massa molar do

PEG (Figura 4.8), porém é observado um aumento na inclina¢ao quando o pH passa de 6,0 para

8,0 (Figura 4.9).

Figura 4. 8: Influéncia do PEG na inclinacdo das linhas de amarragcdo dos diagramas de fases

dos sistemas formados por PEG (1) + tampao fosfato de potéssio (2) + dgua (3) a 30°C.
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Tabela 4. 7: Dados experimentais das linhas de amarracdo (LAs) dos sistemas formados por PEG (1) + tampao fosfato de potdssio (2) + dgua (3)

a30°C
ALIMENTACAO FASE SUPERIOR FASE INFERIOR
100w 100w> 100w u(100wz)* 100w: u(100wz)* 100w u(100wz)* 100w> u(100wz)*
pH 6,0
PEG 1500
1 15,11 12,99 27,44 0,16 5,95 0,27 2,27 0,16 20,32 0,28
2 16,93 13,47 31,64 0,06 4,76 0,20 1,03 0,06 22,89 0,21
3 18,95 13,99 36,50 0,02 3,52 0,14 0,56 0,02 25,01 0,14
4 21,00 14,45 39,44 0,01 3,07 0,13 0,18 0,01 27,31 0,15
PEG 4000
1 12,93 10,98 24,00 0,10 5,21 0,22 1,56 0,09 17,02 0,21
2 14,99 11,99 29,77 0,03 4,16 0,19 0,30 0,03 19,76 0,19
3 16,97 12,99 34,39 0,01 3,30 0,16 0,06 0,01 22,40 0,15
4 18,87 13,94 39,75 0,00 2,50 0,13 0,01 0,00 24,26 0,12
PEG 4000
1 13,05 10,49 24,22 0,04 4,70 0,18 0,39 0,04 17,04 0,20
2 15,03 10,99 29,20 0,01 3,67 0,15 0,13 0,01 18,69 0,16
3 17,02 11,49 32,73 0,00 3,06 0,13 0,03 0,00 20,61 0,14
4 19,02 12,03 37,13 0,00 2,42 0,12 0,01 0,00 22,10 0,12
pH 7,0
PEG 1500
1 15,06 12,02 29,03 0,18 4,90 0,32 1,93 0,17 18,70 0,30
2 16,91 12,48 33,87 0,07 3,77 0,23 0,95 0,07 20,68 0,22
3 19,01 13,00 38,65 0,03 2,88 0,18 0,44 0,03 22,56 0,17
4 20,96 13,49 41,34 0,01 2,46 0,16 0,15 0,01 24,76 0,16
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PEG 4000
1 13,21 9,51 23,30 0,13 5,05 0,19 1,79 0,12 14,57 0,18
2 14,02 11,02 28,62 0,03 3,92 0,15 0,40 0,03 17,63 0,14
3 15,86 11,47 33,64 0,01 3,07 0,10 0,19 0,01 18,87 0,09
4 17,90 11,94 36,41 0,00 2,68 0,12 0,05 0,00 20,87 0,11
PEG 6000
1 13,30 9,50 26,35 0,08 4,02 0,26 0,74 0,07 14,75 0,22
2 15,00 9,94 29,58 0,03 3,61 0,25 0,14 0,03 16,39 0,26
3 16,75 10,61 33,88 0,01 2,88 0,23 0,03 0,01 18,16 0,22
4 19,06 11,00 38,36 0,00 2,25 0,20 0,01 0,00 19,63 0,20
pH 8,0
PEG 1500
1 17,00 8,99 26,01 0,85 5,09 0,70 2,36 0,87 15,33 0,72
2 18,57 9,76 31,93 0,25 3,75 0,33 0,85 0,29 17,74 0,38
3 20,85 10,03 35,58 0,14 3,08 0,29 0,30 0,15 19,72 0,31
4 22,85 10,46 38,20 0,07 2,66 0,29 0,07 0,07 22,04 0,26
PEG 4000
1 14,36 9,04 27,82 0,04 3,54 0,13 0,57 0,04 14,68 0,14
2 17,09 9,97 34,68 0,01 2,50 0,10 0,09 0,01 17,19 0,10
3 18,42 11,00 39,15 0,00 1,97 0,09 0,02 0,00 19,01 0,08
4 20,51 12,01 42,72 0,00 1,73 0,09 0,00 0,00 21,45 0,09
PEG 6000
1 17,95 9,96 34,26 0,01 2,57 0,11 0,04 0,00 18,15 0,12
2 20,92 10,06 38,14 0,02 2,27 0,13 0,01 0,02 19,51 0,15
3 22,08 10,99 41,26 0,01 1,96 0,11 0,00 0,01 21,38 0,13
4 23,06 11,98 45,00 0,05 1,32 0,07 0,00 0,00 23,18 0,07

Fonte: Do autor;

2 Incertezas (u(100w;) <0,9 para i= 1 ou 2 em todos os sistemas)
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Tabela 4. 8: Dados para anélise das linhas de amarracao (LAs) da Tabela 4.7 para os sistemas formados por PEG (1) + tampao fosfato de potassio

(2) + agua (3) a 30°C
CLA® ILA¢ ad CLA® ILA¢ ad CLA® ILA¢ al
LA PEG
pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0
1 28,98 -1,75 0,52 30,42 -1,96 0,61 25,77 2,31 0,45
2 35,58 -1,69 0,51 37,00 -1,95 0,50 34,08 2,22 0,47
3 1500 41,88 -1,67 0,55 42,98 -1,94 0,50 39,01 2,12 0,62
4 46,14 -1,62 0,55 46,83 -1,85 0,48 42,77 -1,97 0,57
1 25,36 -1,90 0,21 23,53 2,26 0,35 29,45 2,45 0,51
2 33,34 -1,89 0,21 31,38 2,06 0,27 37,57 2,35 0,47
3 4000 39,29 -1,80 0,78 36,99 2,12 0,53 42,69 2,30 0,51
4 45,30 -1,83 0,74 40,65 -2,00 0,48 47,05 2,17 0,49
1 26,84 -1,93 0,43 27,77 2,39 0,49 37,60 2,20 0,55
2 32,72 -1,94 0,37 32,08 2,30 0,44 41,85 2,21 0,52
3 6000 37,11 -1,86 0,53 37,14 2,22 0,48 45,60 2,12 0,51
4 42,01 -1,89 0,51 42,11 2,21 0,50 50,03 2,06 0,50

Fonte: Do autor;

> CLA (comprimento da LA, Eq. 3.7) ¢ ILA (inclinagdo da LA, Eq. 3.8); ¢ (a

__ massada fase superior)

massa de alimentacao
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Figura 4. 9: Influéncia do pH na inclinacio das linhas de amarracdo dos diagramas de fases

dos sistemas formados por PEG (1) + tampao fosfato de potéssio (2) + dgua (3) a 30°C
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Fonte: Do autor.

A Tabela 4.9 mostra a avaliacdo da qualidade dos dados de ELL, obtidos
experimentalmente, através dos testes de Othmer-Tobias (1942) e Bancroft (Gonzalez-Tello et
al., 1996). Os parametros dessas equacdes, bem como os coeficientes de determinacdo (R? >
0,974), estao apresentados na Tabela 4.9. Os resultados destes testes mostraram que os dados

experimentais sdo adequados.
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Tabela 4. 9: Parametros das Equacgdes (3.9 e 3.10) para os sistemas formados por PEG (1) +
tampao fosfato de potassio (2) + dgua (3) a 30°C

H Othmer-Tobias (Eq. 3.9) Bancroft (Eq. 3.10)

P ky n R? k, r R3
PEG 1500

6,0 0,364 1,453 0,993 2,083 0,679 0,993

7,0 0,226 1,614 0,985 2,585 0,612 0,980

8,0 0,281 1,346 0,981 2,682 0,725 0,974
PEG 4000

6,0 0,258 1,584 0,996 2,444 0,621 0,995

7,0 0,241 1,482 0,978 2,751 0,648 0,977

8,0 0,178 1,516 0,989 3,172 0,673 0,987
PEG 6000

6,0 0,163 1,859 0,990 2,694 0,551 0,989

7,0 0,186 1,550 0,991 3,056 0,639 0,994

8,0 0,215 1,443 0,990 2,945 0,710 0,989

Fonte: Do autor.

4.2.3 - SISTEMA DO TIPO 3: PEG + TIOSSULFATO DE SODIO +AGUA

Os sistemas aquosos bifésicos estudados neste item sdo compostos por PEG de
diferentes massas molares (1500, 4000 e 6000 g.mol™!) e o sal inorganico tiossulfato de sédio

(Na2S»203) nas temperaturas de 20, 30 e 40 °C.

4.2.3.1- Analises envolvendo a curva binodal

Dados de equilibrio para SABs formados por PEG e sulfato de sddio estdo
disponiveis na literatura (ANANTHAPADMANABHAN e GODDARD, 1987; FERREIRA e
TEIXEIRA, 2011; GHAFFARI et al., 2020; SALABAT, 2001; SNYDER et al., 1992). No
entanto, ndo foram encontradas referéncias de estudos de SABs envolvendo PEG e tiossulfato
de sodio.

A Tabela B3 do apéndice B, traz os dados das curvas binodais nas trés temperaturas
estudadas. Esses dados podem ser visualizados nas Figuras 4.10 e 4.11, nas quais estdo
representadas as regides monofdsicas (abaixo da curva) e bifésicas (acima da curva). Os dados
das curvas binodais foram obtidos a partir de solu¢des aquosas de PEG a 50 % (m/m) e de sal

a = 27% (m/m).
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Utilizando os dados da Tabela B3, foram encontrados os parametros A, B e C da
equacdo de Merchuk (Eq 3.1), os quais estdo apresentados na Tabela C3 do Apéndice C, na
qual se observam coeficientes de determina¢do maiores que 0,9988 e incertezas padrdes
inferiores a 0,0049, indicando que a equacdo representa bem os dados obtidos
experimentalmente.

O efeito da temperatura € mostrado na Figura 4.10 para os PEGs 1500, 4000 e 6000.
E observado que, especialmente nas regides de baixa concentracdo de PEG, quanto maior a
temperatura mais facil é o aparecimento da regido de duas fases. Esta relacao estd associada a
natureza endotérmica do processo de separacdo de fases e ja era esperado, corroborando com
outros trabalhos publicados (OLIVEIRA et al., 2018; REGUPATHI et al., 2009). Porém,
verifica-se que este efeito é bem sutil para os PEGs 1500 e 4000, o qual, estatisticamente, nao
€ significativo e tal resultado estd em conformidade com o trabalho de Martins e colaboradores
(2008). Em altas concentragdes de polimero, esta relacdo nio € bem definida e isto também foi
observado em trabalhos de outros autores (ZAFARANI-MOATTAR et al., 2008; ZAFARANI-
MOATTAR e SADEGHI, 2001). Nessas regides, a intensidade de interagdes entre as moléculas
de PEG € responsavel pela separacdo das fases, e € esperado que a diminui¢cdo da temperatura
cause a formac¢ado de duas fases devido ao aumento na repulsdo entre as moléculas de PEG. J4
em regides ricas em sal, o comportamento das curvas binodais sob uma variacao de temperatura
depende, principalmente, do tipo de sal utilizado. O comportamento desses sistemas nesta outra
regido, pode ser devido as diferentes propriedades de solvéncia dos ions do sal em diferentes

temperaturas (ZAFARANI-MOATTAR e SADEGHI, 2001).
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Figura 4. 10: Efeito da temperatura nas curvas binodais dos sistemas formados por PEG (1) +

tiossulfato de sédio (2) + 4dgua (3) em diferentes massas molares de PEG
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Fonte: Do autor.

Na Figura 4.11 observa-se que o aumento da massa molar do PEG influencia as
curvas de solubilidade ampliando a regido bifésica. Zafarani-Moattar e Sadeghi (2001)
estudaram o efeito da massa molar do PEG nas curvas binodais para o sistema PEG +
NaHo>POs+ dgua, a 25 °C e verificaram que o aumento da massa molar do PEG provocou o
deslocamento das curvas binodais para menores concentracoes de PEG e sal. Resultados
semelhantes também foram obtidos em outros trabalhos (GRABER et al., 2001; MURARI et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 2001; TUBIO et al., 2006; VOROS et al.,1993). Portanto, esse
efeito ja era esperado e ocorre devido a redug@o da solubilidade em dgua de PEGs com massas
molares maiores (GRABER et al., 2001). Observou-se também, em regides ricas em PEG, que
essa relacdo foi menos pronunciada ou até invertida entre os PEGs 4000 e 6000, concordando

com resultados de Zhang et al. (2013), para os PEGs 1000 e 2000.
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Figura 4. 11: Efeito da massa molar do PEG nas curvas binodais dos sistemas formados por

PEG (1) + tiossulfato de sddio (2) + dgua (3) em diferentes temperaturas.
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Fonte: Do autor.

4.2.3.2 - Correlacoes e linhas de amarracao

A Tabela 4.10 traz os dados das linhas de amarracdo para os sistemas com
tiossulfato de sédio em trés temperaturas (20, 30 e 40 °C) e as incertezas, u(100w;), obtidas por
propagacdo de erros. J4 na Tabela 4.11, estdo apresentados os valores de CLA, ILA, a. Pode
ser verificado que, o acréscimo de sal na mistura terndria inicial, aumenta o valor do CLA,

conforme pode ser visto na Figura 4.12.
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Tabela 4. 10: Dados experimentais das linhas de amarracdo (LAs) para os sistemas formados por PEG (1) + tiossulfato de sddio (2) + dgua (3) em

diferentes temperaturas

Alimentagdo Fase superior Fase inferior
LA 100 w; 100 w; 100w, u(100w;)* 100 w; u(100w;)*  pH 100w;  u(100wp)* 100w,  u(100wy)* pH
PEG 1500
T=20°C
1,0 17,96 12,08 27,70 0,17 7,22 0,42 - 4,25 0,20 18,92 0,48 -
2,0 18,01 13,38 32,38 0,11 5,87 0,37 - 2,05 0,12 21,72 0,41 -
3,0 17,99 14,65 37,65 0,06 4,61 0,30 - 1,32 0,05 23,16 0,26 -
4,0 17,97 15,95 42,46 0,03 3,67 0,24 - 0,83 0,02 24.55 0,17 -
T=30°C
1,0 17,97 12,07 31,07 0,50 6,19 0,89 6,14 2,96 0,58 18,82 0,94 6,12
2,0 18,04 13,42 36,43 0,18 4,77 0,63 6,07 1,25 0,16 21,32 0,58 6,02
3,0 18,02 14,68 40,05 0,08 3,94 0,53 6,10 0,58 0,06 23,18 0,42 6,05
4,0 18,01 15,91 44,47 0,04 3,07 0,46 6,04 0,32 0,03 24,49 0,31 6,09
T=40°C
1,0 17,98 12,78 37,43 0,08 4,36 0,31 - 1,74 0,10 19,80 0,37 -
2,0 17,51 14,27 42,11 0,05 341 0,28 - 0,86 0,06 21,61 0,31 -
3,0 18,02 15,26 45,26 0,03 2,86 0,24 - 0,41 0,02 23,27 0,21 -
4,0 17,94 16,53 48,48 0,01 2,38 0,21 - 0,20 0,01 24,74 0,15 -
PEG 4000
T=20°C
1,0 18,00 9,50 25,17 0,12 6,31 0,38 - 1,82 0,27 16,72 0,86 -
2,0 17,99 10,91 30,76 0,05 5,02 0,32 - 0,70 0,07 18,89 0,44 -
3,0 17,95 11,53 33,79 0,03 4,42 0,28 - 0,54 0,03 19,41 0,28 -
4,0 17,97 14,04 40,44 0,01 3,31 0,23 - 0,09 0,01 22,58 0,19 -
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T=30°C
1,0 18,07 10,25 31,35 0,05 4,60 0,33 6,21 0,43 0,07 17,75 0,44 6,16
2,0 18,06 11,50 35,84 0,02 3,62 0,30 6,02 0,13 0,02 19,45 0,30 6,07
3,0 17,95 12,73 39,41 0,01 2,92 0,27 6,08 0,04 0,01 20,91 0,23 6,11
4,0 18,02 14,03 42,18 0,00 2,45 0,25 6,05 0,01 0,00 22,67 0,18 6,02
T=40°C
1,0 18,01 12,78 37,43 0,06 4,36 0,40 - 1,74 0,07 19,80 0,45 -
2,0 18,06 14,27 42,11 0,02 341 0,34 - 0,86 0,02 21,61 0,30 -
3,0 18,07 15,26 45,26 0,01 2,86 0,30 - 0,41 0,01 23,27 0,23 -
4,0 18,04 16,53 48,48 0,00 2,38 0,28 - 0,20 0,00 24,74 0,19 -
PEG 6000
T=20°C
1,0 18,01 8,93 25,56 0,14 5,82 0,44 - 1,57 0,31 15,71 0,96 -
2,0 18,08 10,19 31,57 0,07 4,57 0,38 - 0,70 0,09 17,36 0,49 -
3,0 18,01 11,48 36,24 0,03 3,75 0,33 - 0,27 0,03 19,01 0,33 -
4,0 17,63 12,48 38,86 0,01 3,34 0,31 - 0,14 0,01 20,02 0,26 -
T=30°C
1,0 18,09 10,15 33,80 0,04 4,01 0,30 6,18 0,36 0,05 17,09 0,34 6,13
2,0 18,07 11,51 37,18 0,01 343 0,27 6,12 0,08 0,01 19,12 0,26 6,09
3,0 18,06 12,76 41,04 0,00 2,85 0,25 6,09 0,02 0,00 20,54 0,20 6,12
4,0 17,96 14,02 43,50 0,00 3,05 0,28 6,08 0,02 0,00 22,83 0,22 6,09
T=40°C
1.0 18,04 10,18 33,58 0,03 4,19 0,27 - 0,48 0,04 16,93 0,30 -
2,0 18,05 11,45 38,25 0,01 3,52 0,23 - 0,18 0,01 18,42 0,19 -
3,0 17,99 12,39 41,39 0,00 3,13 0,19 - 0,09 0,00 19,49 0,13 -
4,0 18,05 13,37 43,56 0,00 2,88 0,17 - 0,03 0,00 20,77 0,10 -

Do autor;  Incertezas (u(100w;) <0,97 para i= 1 ou 2 em todos os sistemas);
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Tabela 4. 11: Dados para andlise das linhas de amarracdo (LAs) da Tabela 4.10 para os sistemas formados por PEG (1) + tiossulfato de sédio (2)

+ 4gua (3) em diferentes temperaturas.

IA T/°C CLA? ILAC ad CLA? ILAC ad CLA? ILAC ad
PEG 1500 PEG 4000 PEG 6000
1 26,20 -1,29 0,53 25,56 -1,40 0,69 25,95 -1,51 0,69
2 20.0 34,22 -1,25 0,53 33,10 -1,34 0,58 33,42 -1,52 0,56
3 ’ 40,80 -1,26 0,46 36,47 -1,35 0,50 39,07 -1,48 0,49
4 46,57 -1,37 0,41 44,72 -1,27 0,44 42,15 -1,46 0,45
1 30,82 -1,42 0,53 33,61 -1,50 0,57 35,91 -1,63 0,53
2 38,88 -1,36 0,48 39,06 -1,44 0,50 40,28 -1,51 0,48
3 30,0 43,90 -1,31 0,44 43,29 -1,39 0,45 44,67 -1,48 0,44
4 49,07 -1,31 0,40 46,77 -1,33 0,43 44,66 -1,44 0,44
1 38,89 -1,48 0,46 38,89 -1,62 0,53 35,47 -1,71 0,53
2 45,09 -1,44 0,40 45,09 -1,55 0,47 40,88 -1,63 0,44
3 40,0 49,28 -1,40 0,39 49,28 -1,52 0,43 44,42 -1,47 0,40
4 53,21 -1,37 0,37 53,21 -1,46 0,41 47,07 -1,41 0,37

Fonte: Do autor;

> CLA (comprimento da LA, Eq. 3.7) ¢ ILA (inclinagio da LA, Eq. 3.8); ¢ (a =

massa da fase superior

massa de alimentagio

)



83

Figura 4. 12: Andlise do comprimento da linha de amarracdo (CLA) em fun¢@o da composi¢do
global de sal (/00w>) para os sistemas formados por PEG (1) + tiossulfato de sodio (2) + dgua

(3) em diferentes temperaturas e massas molares de PEG
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Fonte: Do autor.

A Figura 4.13 mostra os diagramas de fases obtidos nas diferentes temperaturas
para as trés combinagdes de sistemas do tipo PEG/tiossulfato. Fica evidente, nos SABs
formados com PEG 1500, que o aumento da temperatura torna as inclinagoes das LAs maiores.
Esse comportamento também foi observado em outros trabalhos (DA SILVA et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2011).
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Figura 4. 13: Diagramas de fases e influéncia da temperatura na inclinagdo das LAs dos

sistemas formados por PEG (1) + tiossulfato de s6dio (2) + dgua (3) a 20, 30 e 40°C.
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Fonte: Do autor.

Por udltimo, verificou-se a qualidade dos dados de ELL aplicando os testes de
Othmer-Tobias (1942) e Bancroft (Gonzalez-Tello et al., 1996), os quais apresentaram
coeficientes de determinacdo maiores que 0,9801 para todos os sistemas investigados, sendo,

portanto, de qualidade adequada. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.12.
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Tabela 4. 12: Parametros das Equacdes (3.9 e 3.10) para os sistemas formados por PEG (1) +

tiossulfato de sédio (2) + 4gua (3) em diferentes temperaturas.

Othmer-Tobias (Eq. 3.9) Bancroft (Eq. 3.10)
T(°C) 2 2
ky n Ri k, R R3
PEG 1500
20 0,6256 1,7454 0,9828 1,3976 0,5596 0,9881
30 0,6785 1,3658 0,9928 1,424 0,7313 0,9933
40 0,5808 1,3242 0,9972 1,5926 0,7679 0,9959
PEG 4000
20 0,5007 1,7924 0,9826 1,5126 0,6025 0,9777
30 0,5926 1,3626 0,9896 1,5235 0,7913 0,9879
40 0,4749 1,4115 0,992 1,7581 0,7541 0,9901
PEG 6000
20 0,3075 2,0665 0,9822 1,8253 0,5079 0,9801
30 0,6121 1,1676 0,9899 1,6191 0,8863 0,9904
40 0,5712 1,1407 0,9773 1,7318 0,9072 0,9762

Fonte: Do autor.

4.2.4- SISTEMAS DO TIPO 4: PEG + SAL + AGUA A 30°C

Os sistemas aquosos bifédsicos a 30°C estudados neste item, sd3o0 compostos por
polietileno glicol (PEG) de diferentes massas molares (1500, 4000 e 6000 g/mol™!) e quatro sais,
que sdo: tartarato de s6dio (Na,C4H4Og), tartarato de sédio e potdssio (KNaCsH4Og), fosfato
dipotéssico (KoHPO4) e citrato de potassio (K3CegHs07).

4.2.4.1-Analises envolvendo a curva binodal

Os dados binodais dos SABs a 30° C estdo na Tabela B4 do Apéndice B. Para obteé-
los, partiu-se de solucdes de PEG a 50% (m/m) e solugdes de sal, cujas concentracdes méssicas
aproximadas foram de: 26, 30, 35 e 30% (m/m) para o tartarato de sédio, citrato de potéssio,
fosfato dipotéssico e tartarato de sddio e potdssio, respectivamente. A equacdo de Merchuk foi
ajustada com sucesso aos dados das curvas binodais e os resultados da regressdo ndo linear
podem ser vistos na Tabela C4 do Apéndice C, na qual se observa coeficientes de determinagao
maiores que 0,9966 e sd menores que 0,0073.

Nas Figuras 4.14 e 4.15 estdo apresentadas, respectivamente, as curvas binodais
para os sistemas formados por PEG/ (fosfato dipotdssico (K2HPO4) ou citrato de potdssio
(K5CsHs07)) e PEG/ (tartarato de sédio (NaxC4H4Og) ou tartarato de sédio e potdssio

(KNaC4H40¢)). Em regides de menores concentracdes de PEG, o aumento da massa molar do
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polimero contribui favoravelmente para a formacdo do ELL, como ja foi visto e discutido em
sistemas anteriores deste trabalho. Em concentracdes maiores de PEG, as curvas relacionadas
aos PEGs 4000 e 6000 se sobrepoem no caso dos sistemas com tartarato de s6dio e potdssio e
fosfato dipotassico. Além disso, os SABs com tartarato de sédio, apresentam uma inversao de
posicdo, considerando também apenas as curvas binodais com PEG 4000 e 6000. Zhang et al.,
(2013) também observaram uma inversdo, em sistemas deste tipo, quando estudaram a

influéncia da massa molar do PEG nas curvas binodais.

Figura 4. 14: Influéncia da massa molar do PEG nas curvas binodais dos sistemas formados
por PEG (1) + fosfato dipotédssico (K;HPOys) ou citrato de potdssio (K3CsHsO7) (2) + dgua (3)
a 30°C
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Fonte: Do autor.
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Figura 4. 15: Influéncia da massa molar do PEG nas curvas binodais dos sistemas formados

por PEG (1) + tartarato de s6dio (NaxC4H4Og) ou tartarato de sédio e potassio (KNaCsH4Og)

(2) +4gua (3) a 30°C
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Fonte: Do autor.

Silvério et al. (2012) avaliaram nao s6 a influéncia da massa molar dos PEGs (1500
e 8000), mas também a influéncia dos anions dos sais utilizados (citrato de sddio, citrato de
potéssio, formiato de sodio e formiato de potdssio) em SABs a 23 °C, a qual também foi
avaliada neste trabalho em item especifico (vide item 4.2.6). Eles observaram a formacao de
maiores regides bifésicas para os sistemas com PEG 8000.

Dados de equilibrio liquido-liquido para SABs formados por polietileno glicol 4000
e tartarato de sédio a 25,35 e 45°C e PEGs de diferentes massas moleculares (600, 1000, 2000,
4000, 6000 e 8000) com este mesmo sal a 25°C estao disponiveis em trabalhos da literatura
(MALPIED et al., 2008; ZAFARANI-MOATTAR et al., 2008).

Zafarani-Moattar e Hamidi (2003) também publicaram dados de ELL em diferentes

temperaturas, porém para SABs do tipo PEG/ citrato de potassio. Esses dados e os resultados
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do trabalho de Zafarani-Moattar et al. (2008) foram comparados com os experimentos

realizados neste trabalho na Figura 4.16.

Figura 4. 16: Comparacao das curvas binodais deste trabalho a 30°C com dados da literatura
em diferentes temperaturas para sistemas formados por: (a) PEG 4000 (1) + tartarato de sédio

(2) + agua (3); (b) PEG 6000 (1) + citrato de potéssio (2) + dgua (3).
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Fonte: Do autor.

Pd&de ser observado que os dados deste trabalho estdo de acordo com o esperado em
relacdo ao efeito da temperatura na Figura 4.16 (b) e em regides de baixa concentracio de PEG,
na Figura 4.16 (a). A regido rica em PEG desta ultima figura, mostra uma mistura das curvas
ou até mesmo uma possivel inversdao das curvas, ou seja, as curvas de temperaturas maiores
passam a apresentar uma regido bifasica menor. Essa situacdo ja foi relatada neste trabalho para
o sistema PEG 4000/tiossulfato de sédio (vide item 4.2.3).

SABs formados por PEG (4000, 6000 ou 8000) e tartarato de sodio e potdssio a
25°C foram estudados por Wysoczanska e Macedo (2016) e Zafarani-Moattar e Tolouei (2008).



89

Este dltimo trabalho, traz os dados de ELL para o PEG 4000 + KNaC4H4O¢ + dgua a 25°C, os

quais foram reproduzidos com sucesso na parte de validagcdo da técnica (item 4.1).

4.2.4.2 - Correlacoes e linhas de amarracao

A Tabela 4.13 traz as fracdes massicas das linhas de amarracdo e os resultados dos
célculos (propagacdo de erros) de incertezas das fracdes massicas, u(100w;), para os SABs do
tipo PEG/sal a 30° C. Ja na Tabela 4.14, estdo apresentados os valores de CLA, ILA, a e pH
das fases. Misturas terndrias de massa total inicial igual a = 10g, foram utilizadas para obter os
dados de ELL e para se medir o valor do pH em cada fase. Os experimentos relacionados a
obtencdo das LAs, foram feitos com massa total de mistura inicial igual a =5g.

As Figuras 4.17 e 4.18 mostram os diagramas de fases obtidos para cada sistema.
N3ao foram encontradas grandes variacdes nas ILAs ao se variar a massa molar do PEG, como
pode ser visto na Figura 4.17 e nos SABs com tartarato de sédio da Figura 4.18, referentes,
respectivamente, aos SABs formados por PEG/citrato de potassio, PEG/fosfato dipotdssico e
PEG/tartarato de s6dio. No entanto, nos sistemas com tartarato de sodio e potassio, as ILAs
aumentaram com a varia¢io da massa molar do PEG de 1500 para 6000 g.mol !, conforme pode
ser visto na Figura 4.18.

Malpied et al. (2008) e Zafarani-Moattar et al. (2008) encontraram valores de
inclinacdo em concordancia com os deste trabalho e ndo observaram grandes variagdes nas

ILAs quando se variou a massa molar do PEG.



Tabela 4. 13: Dados experimentais das linhas de amarragdo (LAs) dos sistemas formados por PEG (1) + sal (2) + dgua (3) a 30°C.
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ALIMENTACAO FASE SUPERIOR FASE INFERIOR
LA PEG 100w, 100w, 100w; u(100w;)* 100wy wu(100wz)* pH 100w; u(100w;)* 100w, wu(100wz)* pH
PEG-citrato de potdssio
1 17,97 15,06 30,39 1,13 8,12 1,69 8,49 3,12 1,29 23,23 1,93 8,33
2 1500 19,01 16,07 35,43 0,46 6,54 1,30 8,56 1,30 0,49 26,10 1,37 8,35
3 20,06 17,04 40,11 0,20 5,32 1,09 8,75 0,60 0,20 28,40 1,06 8,35
4 21,23 18,16 43,18 0,08 4,55 1,06 8,79 0,20 0,08 31,20 1,11 8,39
1 16,79 13,60 32,47 0,15 5,86 0,49 8,52 0,98 0,15 21,39 0,49 8,29
2 4000 17,87 14,07 34,75 0,09 545 0,44 8,56 0,55 0,09 22,91 0,44 8,34
3 17,77 15,14 37,29 0,05 5,03 0,41 8,59 0,33 0,05 24,17 0,41 8,29
4 19,45 15,45 40,50 0,03 4,63 0,41 8,64 0,15 0,03 25,30 0,41 8,30
1 14,95 11,84 25,34 0,21 6,55 0,54 8,48 1,07 0,27 18,70 0,69 8,20
2 6000 16,97 12,70 30,11 0,06 5,63 0,46 8,52 0,27 0,07 21,67 0,58 8,21
3 19,09 13,72 36,33 0,02 4,53 0,41 8,70 0,08 0,02 23,86 0,45 8,24
4 20,99 14,64 41,44 0,01 3,79 0,37 8,73 0,02 0,01 25,77 0,38 8,37
PEG-fosfato dipotdssico
1 14,47 10,50 26,99 0,26 4,96 0,37 9,09 2,02 0,25 16,00 0,36 9,23
2 1500 18,00 11,02 33,53 0,05 3,58 0,24 9,19 0,43 0,05 19,43 0,26 9,26
3 18,94 12,47 40,06 0,02 2,54 0,20 9,21 0,15 0,01 21,32 0,18 9,25
1 14,02 8,99 26,78 0,12 3,76 0,32 9,38 0,80 0,13 14,41 0,33 9,22
2 4000 17,53 9,49 34,01 0,03 2,70 0,24 9,51 0,20 0,03 16,63 0,25 9,30
3 19,00 10,99 40,04 0,01 2,04 0,20 9,55 0,03 0,01 19,05 0,18 9,29
4 20,97 11,96 42,95 0,05 1,78 0,18 9,51 0,01 0,02 21,67 0,17 9,29
1 14,01 9,02 28,74 0,04 3,26 0,17 9,40 0,39 0,04 14,31 0,16 9,30
2 6000 17,52 9,54 34,18 0,01 2,57 0,14 9,39 0,05 0,01 16,86 0,15 9,38
3 19,01 10,99 38,65 0,01 2,11 0,13 9,45 0,01 0,00 19,58 0,12 9,46
4 21,00 12,02 43,76 0,03 1,68 0,11 9,47 0,00 0,00 21,57 0,10 9,53
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Continuacao da Tabela 4.13...

PEG-tartarato de sodio

1 20,01 13,39 36,09 0,06 4,62 0,29 6,99 0,67 0,08 23,94 0,34 7,03
2 1500 21,43 14,35 40,46 0,02 3,72 0,24 7,15 0,26 0,03 26,16 0,27 7,09
3 23,96 15,85 46,10 0,00 2,78 0,20 7,18 0,04 0,01 29,80 0,22 7,13
4 26,03 17,06 52,25 0,00 1,99 0,16 7,27 0,01 0,02 32,01 0,16 7,21
1 13,48 11,41 25,53 0,10 5,48 0,23 6,95 1,18 0,10 17,47 0,23 7,03
2 4000 15,89 12,16 31,70 0,03 4,16 0,18 6,88 0,36 0,03 20,01 0,18 6,98
3 18,48 13,07 38,17 0,01 3,09 0,15 7,04 0,09 0,01 22,38 0,15 6,99
4 21,01 13,89 41,75 0,00 2,62 0,13 7,07 0,01 0,00 25,31 0,13 7,15
1 13,51 11,38 27,68 0,06 5,08 0,18 6,94 0,76 0,06 17,05 0,17 7,04
2 6000 16,01 12,24 32,33 0,01 4,22 0,15 6,89 0,13 0,01 20,04 0,15 6,97
3 18,46 13,06 38,50 0,02 3,27 0,13 7,04 0,03 0,02 22,06 0,12 6,99
4 21,01 13,91 42,39 0,01 2,78 0,12 7,08 0,01 0,01 24,84 0,12 7,03
PEG-tartarato de sédio e potdssio
1 17,02 14,97 30,93 0,39 7,01 0,92 7,45 1,68 0,43 23,76 1,02 7,57
2 1500 18,00 16,03 35,31 0,17 5,82 0,76 7,50 0,79 0,17 26,18 0,76 7,66
3 18,99 16,94 38,33 0,08 5,11 0,68 7,57 0,36 0,08 28,33 0,65 7,58
4 20,65 17,47 41,43 0,04 4,46 0,61 7,47 0,16 0,04 30,30 0,61 7,62
1 13,80 12,79 25,01 0,20 6,93 0,46 8,06 1,27 0,20 19,33 0,46 7,88
2 4000 16,02 13,99 33,30 0,06 5,06 0,36 7,74 0,41 0,06 22,06 0,36 7,98
3 18,03 14,95 38,51 0,02 4,15 0,31 7,88 0,12 0,02 24,40 0,31 7,95
4 19,93 15,94 42,10 0,01 3,80 0,33 7,97 0,02 0,01 26,78 0,33 7,86
1 12,46 11,99 24,14 0,46 6,97 0,55 7,56 2,49 0,49 16,18 0,59 7,58
2 6000 15,14 12,59 30,32 0,11 5,57 0,38 7,62 0,66 0,10 19,29 0,36 7,57
3 17,00 12,97 34,34 0,05 4,81 0,36 7,76 0,25 0,06 20,76 0,36 7,92
4 18,12 13,25 37,00 0,03 4,33 0,32 7,74 0,18 0,03 21,72 0,31 7,77

Fonte: Do autor.
2 Incertezas (u(100w;) < 1,93, para i= 1 ou 2 em todos o0s sistemas).



92

Tabela 4. 14: Dados para andlise das linhas de amarracdo (LLAs) da Tabela 4.13 para os sistemas formados por PEG (1) + sal (2) + dgua (3) a 30°C.

LA PEG CLA® ILAC ad CLAY ILAC ad CLAY ILAC ad CLAP ILAC ad
PEG-K3C5H607 PEG-K2HPO4 PEG-Na2C4H406 PEG-KNaC4H406
1 31,18 -1,80 0,61 27,31 -2,26 0,49 40,35 -1,83 0,47 33,71 -1,74 0,65
2 1500 39,34 -1,75 0,57 36,70 -2,09 0,52 46,04 -1,79 0,51 40,07 -1,70 0,61
3 45,76 -1,71 0,57 44,10 -2,13 047 53,40 -1,71 0,46 44,50 -1,63 0,43
4 50,57 -1,61 0,49 60,25 -1,74 0,53 48,69 -1,60 0,52
1 35,11 -2,03 0,50 28,08 -2,44 0,51 27,14 -2,03 0,51 26,78 -1,91 0,58
2 4000 38,39 -1,96 0,47 36,57 -2,43 0,51 35,12 -1,98 0,50 37,03 -1,94 0,54
3 41,62 -1,93 0,51 43,48 -235 047 42,68 -1,97 0,48 43,41 -1,89 0,60
4 45,33 -1,95 0,49 47,33 -2,16 0,49 47,51 -1,84 0,50 47,95 -1,83 0,54
1 27,14 -2,05 047 30,43 -2,57 0,48 29,45 -2,25 0,47 23,52 -2,35 0,52
2 6000 33,88 -1,86 0,41 37,01 -2,39 0,51 35,88 -2,03 0,49 32,68 -2,16 0,49
3 41,09 -1,88 0,56 42,41 -221 0,49 42,81 -2,05 048 37,63 -2,14 0,66
4 46,89 -1,88 0,56 48,07 -2,20 048 47,78 -1,92 0,50 40,72 -2,12 0,61

Fonte: Do autor;

> CLA (comprimento da LA, Eq. 3.7) ¢ ILA (inclina¢io da LA, Eq. 3.8); ¢ (a =

massa da fase superior

massa de alimentagido
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Figura 4. 17: Diagramas de fases e influéncia da massa molar do PEG na inclinacdo das LAs
dos sistemas formados por PEG (1) + citrato de potassio (K3CsHs0O7) ou fosfato dipotédssico
(K2HPO4) (2) + dgua (3) a 30°C.
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Fonte: Do autor.

Figura 4. 18: Diagramas de fases e influéncia da massa molar do PEG na inclinagdo das LAs
dos sistemas formados por PEG (1) + tartarato de sédio (Na>xCsH4Og) ou tartarato de sédio e
potéssio (KNaC4H4Og) (2) + dgua (3) a 30°C.
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Fonte: Do autor.
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Por fim, a qualidade dos dados de equilibrio obtidos foi verificada pelos testes de
Othmer-Tobias (1942) e Bancroft (Gonzalez-Tello et al., 1996) e conforme pode ser verificado
na Tabela 4.15, os coeficientes de determinagao (R?) foram maiores que 0,967 em todos os

casos, comprovando que os experimentos de ELL especificados neste item estdo adequados.

Tabela 4. 15: Parametros das Equacdes (3.9 e 3.10) para os sistemas formados por PEG (1) +
sal (2) + 4gua (3) a 30°C.

Othmer-Tobias (Eq. 3.9) Bancroft (Eq.3.10)
PEG
ky n R% k, r R}
PEG-tartarato de sédio
1500 0,299 1,541 0,990 2,267 0,656 0,988
4000 0,209 1,692 0,987 2,585 0,599 0,981
6000 0,283 1,410 0,981 2,557 0,703 0,982
PEG-tartarato de sédio e potdssio
1500 0,447 1,375 0,997 1,901 0,726 0,996
4000 0,172 1,987 0,982 2,492 0,51 0,977
6000 0,216 1,632 0,994 2,730 0,578 0,996
PEG-citrato de potdssio
1500 0,001 4,293 1,000 2,670 0,255 0,993
4000 0,290 1,522 0,979 2,408 0,623 0,979
6000 0,245 1,703 0,981 2,422 0,563 0,984
PEG-fosfato dipotdssico
1500 0,205 1,561 0,979 2,905 0,604 0,979
4000 0,157 1,592 0,973 3,255 0,635 0,967
6000 0,258 1,264 0,995 2,994 0,799 0,995

Fonte: Do autor.
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4.2.5 -SISTEMA DO TIPO 5: [bmim]BFs + SAIS ORGANICOS +AGUA

Nesta secdo serdo mostrados os resultados referentes ao estudo dos sistemas
aquosos bifdsicos formados pelo liquido i6nico tetrafluoroborato de 1- butil 3 -
metilimidazolio, o [bmim]BFj, e trés sais organicos, que sio: citrato de sddio, tartarato de s6dio

e acetato de sédio em diferentes temperaturas.
4.2.5.1-Analises envolvendo a curva binodal

Freire et al. (2010) estudaram a hidrélise de liquidos id6nicos baseados em
hexafluorofosfato e tetrafluoroborato em varias temperaturas e valores de pHs. Os resultados
obtidos, por medida de pH, espectroscopia RMN e espectrometria de massa com ionizagdo por
electrospray, deixaram claro que o [bmim]BF4 sofre hidrélise em todas as condicdes testadas,
inclusive a temperatura ambiente. Os experimentos de ELL deste trabalho foram idealizados
com base em artigos de SABs ja publicados na literatura (HAN ez al., 2010a; HAN et al., 2010b;
WANG et al.,2010; WANG et al.,2011; ALVARENGA et al., 2013), antes mesmo de ser
verificado o trabalho de investigacdo de hidrdlise do LI [bmim]BF4 de Freire ef al. (2010).
Apesar disto, optou-se por apresentar e discutir os resultados deste trabalho, com essa ressalva
inicial.

A Tabela B5 do Apéndice B mostra os dados das curvas binodais a 20, 30 e 40 °C
para os SABs do tipo LI/sal estudados neste trabalho. A equagdo de Merchuk foi ajustada aos
dados das curvas binodais, cujos parametros (Tabela C5, Apéndice C), junto com os valores de
R? e de sd, os quais foram maiores que 0,9906 e menores que 0,0072, respectivamente, para
todas as nove curvas ajustadas, que a equacao representa bem os dados experimentais.

As curvas binodais estdo representadas graficamente na Figura 4.19, junto com
dados da literatura (HAN et al., 2010a) a 25 °C. Como esperado, o efeito do aumento da
temperatura foi na diminui¢do do tamanho da regido bifdsica. Ressalta-se a concordancia entre

os dados desse trabalho com os dados de Han et al. (2010a) a 25 °C.
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Figura 4. 19: Comparacdo com a literatura (HAN et al., 2010) e efeito da temperatura nas

curvas binodais dos SABs formados por [bmim]BF4 (1) + acetato de s6édio (NaC2H30»), citrato

de sédio (Na3CeHs0O7) ou tartarato de sdédio (Na2C4H4Og) (2) + dgua (3).
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Fonte: Do autor.

Na Figura 4.20 estdo apresentadas as curvas binodais com os componentes das fases

expressos em mol.g!' para os diferentes sais em cada uma das temperaturas estudadas.

Considerando que os trés sais possuem em comum 0 mesmo cétion, porém com diferentes

anions, pode-se analisar o efeito salting-out dos mesmos, o qual cresce na seguinte ordem:

(Citrato) C4Hs03~ > (Tartarato) C,H,0% > (Acetato) C,H;0~, evidenciando que anions

com maior valéncia sdo melhores formadores de fases que aqueles com menor valéncia.
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Figura 4. 20: Efeito do tipo de sal nas curvas binodais dos sistemas formados por [bmim]BF4
(1) + acetato de sédio (NaCyH303), citrato de sédio (Na3Ce¢HsO7) ou tartarato de sédio

(Na2C4H4Og¢) (2) + 4gua (3) em diferentes temperaturas.
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Fonte: Do autor.

4.2.5.2-Correlacoes e linhas de amarracao

A Tabela 4.16 traz os dados das linhas de amarracdo e os valores de CLA, ILA e a
para os sistemas estudados nas trés temperaturas (20, 30 e 40 °C). Para cada temperatura, foram

obtidas trés ou quatro linhas de amarragao. Esses dados estao representados na Figura 4.21.
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Tabela 4. 16: Dados das linhas de amarragdo (LAs) dos sistemas formados por [bmim]BF4 (1)

+ sal (2) + dgua (3) em diferentes temperaturas.

LA T/°C ALIMENTACAO  FASE SUPERIOR  FASE INFERIOR CIA® ILA® ot
100w; 100w, 100w, 100w, 100w; 100w,

Acetato de sodio
1 37,04 3,12 47,24 1,52 18,12 6,08 29,47 -6,38 0,49
220 38,39 3,60 51,79 1,29 16,75 7,33 35,57 -5,79 0,50
3 41,01 4,00 57,17 1,06 16,66 8,43 41,17 -5,49 0,50
1 39,49 4,34 48,97 2,50 20,10 8,10 29,41 -5,16 0,49
2 30 40,08 4,93 53,38 2,15 17,33 9,68 36,82 -4,79 0,50
3 40,87 5,49 57,63 1,87 15,87 10,90 42,72 -4,63 0,50
4 42,28 5,98 61,62 1,63 14,82 12,15 47,97 -445 0,51
1 40,77 6,30 53,49 3,22 22,00 10,66 32,35 -4,23 0,49
2 40 44,02 6,97 67,55 1,76 18,42 12,63 50,32 -4,52 0,50
3 45,75 6,90 69,77 1,58 18,20 13,00 52,82 -4,51 0,50

Citrato de sodio
1 38,36 4,10 55,40 0,86 15,20 8,51 40,93 -5,26 0,53
2 20 40,40 4,81 63,48 0,59 15,38 9,43 4891 -5,44 0,52
3 42,59 5,59 71,62 0,38 15,66 10,42 56,85 -5,58 0,49
1 40,11 4,16 58,54 1,14 16,01 8,11 43,11 -6,10 0,53
2 30 41,84 5,11 72,07 0,58 12,98 9,44 59,75 -6,66 0,52
3 43,26 5,60 76,58 0,45 10,68 10,64 66,69 -6,47 0,49
1 39,88 5,46 58,15 1,96 16,28 9,97 42,63 -5,23 0,53
2 40 39,90 5,80 60,48 1,81 14,91 10,64 46,42 -5,16 0,52
3 42,72 6,61 70,39 1,26 11,48 12,65 60,01 -5,17 0,49
4 42,78 8,44 80,62 0,85 7,88 15,43 74,19 -4,99 0,51

Tartarato de sodio
1 38,52 5,02 56,37 1,15 14,27 10,29 43,09 -4,61 0,60
2 20 40,50 5,40 60,34 1,00 13,79 11,31 47,68 -4,51 0,53
3 40,75 6,26 63,88 0,89 13,54 12,58 51,68 -4,30 0,50
1 38,26 4,43 49,86 2,23 19,32 8,02 31,08 -5,27 0,60
2 30 39,09 4,96 54,84 1,83 15,89 9,55 39,71 -5,05 0,53
3 40,52 5,41 61,26 1,43 14,24 10,45 47,88 -5,21 0,50
1 41,00 5,38 57,36 2,06 21,10 9,42 37,00 -4,93 0,60
2 40 41,15 6,27 64,46 1,42 18,97 10,76 46,44 -487 0,53
3 4485 7,14 76,01 0,68 19,23 12,37 57,97 -4,86 0,50

Fonte: Do autor.

2 CLA (comprimento da LA, Eq. 3.7); ®ILA (inclinagio da LA, Eq. 3.8);° (a =

__ massa da fase superior

massa de alimentagio

)
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Figura 4. 21: Diagramas de fases e influéncia da temperatura na inclinagdo das LAs dos

sistemas formados por [bmim]BFs (1) + acetato de sdédio (NaC>H3O»), citrato de sédio

(Na3CsHs07) ou tartarato de s6dio (Na2C4H4Os) (2) + dgua (3) a 30°C.
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Fonte: Do autor.

0 11 12 13

A qualidade dos dados obtidos foi verificada usando os testes de Othmer-Tobias

(1942) e Bancroft (Gonzdlez-Tello et al., 1996), sendo que as constantes desses testes, bem

como os coeficientes de determinacdao (R?>0,9581), estdo apresentados na Tabela 4.17. Os

dados experimentais podem, portanto, ser considerados adequados.
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Tabela 4. 17: Parametros das Equacdes (3.9 e 3 .10) para os sistemas formados por [bmim]BF4

(1) + sal (2) + 4gua (3) em diferentes temperaturas.

Othmer-Tobias (Eq. 3.9) Bancroft (Eq. 3.10)
T/°C 2 2
k4 n Ri k, T R5
Acetato de sodio
20 0,0568 1,0916 0,9842 11,5155 0,8706 0,9892
30 0,0712 1,1094 0,9876 8,8388 0,7704 0,9925
40 0,0012 3,0952 0,9999 6,6729 0,2579 0,9995
Citrato de sodio
20 0,0005 3,1173 0,9987 9,6914 0,3347 0,9988
30 0,0004 3,0686 0,9801 10,3820 0,2658 0,9696
40 0,0066 2,1418 0,9931 8,3765 0,3596 0,9957
Tartarato de sodio
20 0,0379 1,3912 0,9963 8,9863 0,7060 0,9951
30 0,0310 1,4317 0,9509 9,1069 0,5101 0,9581
40 0,0021 2,5914 0,9760 8,2506 0,3447 0,9919

Fonte: Do autor.

4.2.6— INFLUENCIA DOS ANIONS DOS SAIS NAS CURVAS BINODAIS

A habilidade dos sais em formar fases pode ser associada a energia de Gibbs de
hidrata¢do dos fons (AGp,yq), conforme pode ser verificado, por exemplo, nos trabalhos de
Marcus (1991) e Zafarani-Moattar ef al. (2004). Sendo assim, a capacidade “salting-out” a 30°C
de cinco sais foi verificada através da avaliacdo conjunta de alguns diagramas de fases, obtidos
experimentalmente neste trabalho, com os valores de (AGp,q) dos fons destes sais, 0s quais

foram listados na Tabela 4.18.

Tabela 4. 18: Energia de Gibbs de hidratagio dos fons (AGpyg) de alguns sais deste trabalho

fons (AGpyq) kJ.mol! Referéncia
??gsa;jlt?at(gé(‘l;;g;j)) :i(l)ég Nemati-Kande e Shekaari (2013)
%;ﬁ:;fﬁ%ﬁz? ﬁgg Silvério et al. (2013)
i
Formiato (CHO™) -395 Zafarani-Moattar e Hamzehzadeh (2005)

Fonte: Do autor.
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Segundo andlise do trabalho de Nemati-Kande e Shekaari (2013), valores mais
negativos de (AGp,q) de cdtions ou anions de sais resultam em maiores salting-out dos fons.

Na Figura 4.22, foram comparadas as binodais dos sais que possuem em comum 0
cation Na* em sua estrutura quimica. Neste caso, a habilidade “salting-our”, levando em
considerag@o os valores de (AGp,q) em parénteses, segue a seguinte ordem: S2032 (-1160
kJ.mol!) > C4H406 (-1010 kJ.mol!). No entanto, ndo se percebe grande diferenca de posicdo
das curvas binodais experimentais dos sais tartarato de sodio e tiossulfato de s6dio, pois elas se
sobrepdem ou sdo muito proximas. Isto estd de acordo com a pequena diferenca nos valores de
(AGpyq) relacionados a elas. Em relagdo a curva binodal do tartarato de s6dio e potdssio pode-
se fazer a seguinte andlise: como o (AGp,4) do cition Na* € mais negativo que o do K¥, espera-
se que o salting-out do tartarato de sédio seja maior que o do tartarato de s6dio e potéssio e isto
estd de acordo com o que € observado na Figura 4.22.

Uma outra andlise foi realizada, na Figura 4.23, considerando os sais que possuem
o cation K™ em comum, tendo verificado a seguinte sequéncia de “salting-out” nos diagramas
de fases: HPO42 (-1125 kJ.mol™!) > C¢Hs077 (-2793 kJ.mol "), a qual ndo estd coerente com a
os valores de (AGpyq) dos anions. Silvério et al. (2013) também encontraram 0s mesmos
resultados em seus experimentos para estes dois anions. Seria esperado que ions de maior
valéncia apresentassem maior salting-out (ANANTHAPADMANALBA E GODDARD,
1987), porém, ja é conhecido (LIADOSA et al., 2012; MIRSIAGHI et al., 2010) que os ions
citrato ndo seguem a regra que relaciona (AGy,,q) com o tamanho da regido bifdsica em SABs

do tipo PEG/sal.
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Figura 4. 22: Influéncia dos anions dos sais nas curvas binodais formadas por PEG (1) +
tiossulfato de sédio (Na>S»203), tartarato de sédio (Na2C4H406) ou tartarato de sédio e potédssio

(KNaC4H4O¢) (2) + dgua (3) a 30°C
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Fonte: Do autor.

Figura 4. 23: Influéncia dos anions dos sais nas curvas binodais formadas por PEG (1) + fosfato

dipotéssico (K2HPO4) ou citrato de potéssio (K3CsHsO7) (2) + dgua (3) a 30°C.
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Fonte: Do autor.
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Figura 4. 24: Influéncia dos anions dos sais nas curvas binodais formadas por PEG (1) + sal
(2) + 4gua (3) a 30°C: tiossulfato de sddio (Na2S203); tartarato de sédio (Na2C4H4Og), tartarato
de sédio e potassio (KNaC4H4Og), citrato de sédio (NazCsHs07), formiato de sédio (NaCHO»)

ou succinato de soédio (NaxC4H404)
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Fonte: Do autor.

Na Figura 4.24, comparou-se a capacidade salting-out do anion do tiossulfato de
sodio, estudada nos SABs deste trabalho, com outros anions de sais de sdédio analisando os
diagramas de fases junto com os valores de (AGpyq). Assim, SABs envolvendo PEG 4000 (ou
PEG 6000) e esses sais a 25°C foram encontrados na literatura (ZAFARANI-MOATTAR et
al., 2004; WYSOCZANSKA E MACEDO, 2016; ZAFARANI-MOATTAR E
HAMZEHZADEH, 2005; ZAFARANI-MOATTAR et al., 2008; ZAFARANI-MOATTAR E
TOLUEI, 2008) e comparados com os sistemas obtidos neste trabalho em 20 e 30°C, embora
nossos dados estejam em temperaturas diferentes. A Figura 4.24 mostra claramente que, para
sais que compartilham um cation comum, mas contém anions diferentes, a capacidade salting-
out dos anions segue a sequéncia (entre parénteses valores de (AGpyq) dos fons): CeHsO7 3 (-
2793 kJ.mol™") > S> O3 "2 (-1160 kJ.mol™") > C4H40¢ 2 (-1010 kJ.mol™") > CHO"? (-395 kJ.mol

). Em adigdo, considerando a avaliagdo feita para os SABs com sais tartarato de sédio e
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potdssio e tartarato de s6dio na Figura 4.22, a sequéncia final para a capacidade salting-out do
anion nas Figuras 24 (a) e 24 (b) é: C¢HsO7 * (citrato)> S2037 (tiossulfato)> Cs4H4Og>
(tartarato)> KC4 H4O¢ 2 (Ktartarato)> C4 H4O4™ % (succinato)> CHO™ %(formato). Desta forma,
o melhor efeito salting-out nas Figuras 24 (a) e 24 (b) é observado para SABs com citrato de
sédio, que apresentou um valor mais negativo de (AGy,,q). Esses resultados estdo de acordo
com Li et al. (2012), que mostraram que o efeito salting-out dos fons citrato, tartarato e
succinato segue a ordem: Cg Hs O7 ~3> C4 Hs O ~>> C4 Hy O4 ~2. E possivel concluir que a
posicdo das curvas binodais deste trabalho nas Figuras 4.24 (a) e 4.24 (b), quando comparadas

com outras da literatura, estd de acordo com os valores de (AGy,,4) encontrados.

4.3 - MODELAGEM TERMODINAMICA

Os parametros ajustados do modelo NRTL e os desvios médios quadraticos
(Eq.3.15) obtidos, referentes a modelagem dos sistemas formados por PEG + sal + dgua, estao
apresentados na Tabela 4.19. Os parametros de interagdo dos modelos termodindmicos foram
estimados utilizando o programa TML_LLE 2.0 (STRAGEVITCH e D’AVILA, 1997),
implementado em linguagem Fortran. O procedimento € baseado no método Simplex
Modificado, proposto por NELDER e MEAD (1965).

O comportamento das linhas de amarracdo calculadas, podem ser vistos nas
Figuras F1 a F7 do Apéndice F para cada um dos sistemas da Tabela 4.19. A faixa de desvio
do NRTL foi de 0,456 % a 1,133 % para todos os sistemas, exceto para o SAB formado por
PEG 1500/ tiossulfato de sddio. Portanto, é possivel concluir que este modelo é adequado para

a modelagem dos dados experimentais.
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Tabela 4. 19: Parametros de interacdo bindria regredidos para o modelo NRTL e desvios
médios quadréticos (Eq. 3.15) obtidos para as interagcdes entre os componentes dos SABs

formados por PEG (1) + sal (2) +dgua (3): sistemas a 30°C e com varia¢do de temperatura

i/j *A;/ K *A;/ K *Byj *Bj; * oy *rmsd (%)
Tiossulfato de sodio

PEG 1500-sal -688.,4 4699,7 130380,0  -33450,0 0,200 1,781
PEG 1500-4gua -3588.,9 6709,0 68071,0 0,3 0,470
sal-dgua -117,0 784.,6 66574,0 128270,0 0,200

PEG 4000- sal -6730,9 5360,4 -34810,0 24468,0 0,470 0,932
PEG 4000-4gua -3275,4 5617,0 -17979,0 -0,7 0,234
sal-dgua -144,7 5049 -31935,0 27961,0 0,470

PEG 6000- sal 2761,2 7140,6  -237000,0 -0,5 0,200 0,965
PEG 6000—4gua -2866,3 52432 -16870,0 -0,3 0,308
sal-dgua -274,6 -785,9 -31318,0  -16466,0 0,451

Citrato de potdssio

PEG 1500-sal 1385,1 880,5 - - 0,270 0,812
PEG 1500-4gua 210240 3716,8 - - 0,450
sal-dgua -686,6 692.,0 - - 0,423

PEG 4000- sal 425,1 866,7 - - 0,309 0,527
PEG 4000—-4gua -96702,0  8759,9 - - 0,226
sal-dgua -818,7 9839,5 - - 0,217

PEG 6000- sal 311,0 922,3 - - 0,201 1,070
PEG 6000—4gua 35059,0 8364,2 - - 0,242
sal-dgua -859,7 8178,7 - - 0,204

Fosfato dipotdssico

PEG 1500-sal 913,5 2116,0 - - 0,340 0,617
PEG 1500-4gua 181,1 7565,8 - - 0,320
sal-dgua -854,7 14985,0 - - 0,200

PEG 4000- sal 206,6 2126,3 - - 0,200 0,672
PEG 4000-4gua 186,1 1252,6 - - 0,392
sal-dgua 14996,0 5359,2 - - 0,235

PEG 6000- sal 2744 2325,6 - - 0,205 0,613
PEG 6000—-4gua 220,3 1058,3 - - 0,470
sal-dgua 15000,0  7332,1 - - 0,203

Tartarato de sodio

PEG 1500-sal 1888,0 990,1 - - 0,291 0,456
PEG 1500-4gua 642,5 7377,6 - - 0,210
sal-dgua 11837,0 182,7 - - 0,470

PEG 4000- sal 1844,3 825,1 - - 0,275 0,918
PEG 4000-4gua 862,6 8111,5 - - 0,200
sal-dgua 14868,0 122,6 - - 0,462

PEG 6000- sal 1487,7 863.,0 - - 0,292 0,668
PEG 6000—4gua 798,2 79174 - - 0,200

sal-dgua 14706,0 117,2 - - 0,435
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Continuacao da Tabela 4.19...
Tartarato de sodio e potdssio

PEG 1500-sal 112,2 2019,2 - - 0,2001 0,729
PEG 1500—-4gua 1297,3 1034,1 - - 0,4251
sal-dgua 14994,0 5956,1 - - 0,2170

PEG 4000- sal 185,8 842,5 - - 0,2660 1,128
PEG 4000—-4gua 929.,5 9398,0 - - 0,2000
sal-dgua 12604,0  11518,0 - - 0,4614

PEG 6000- sal 179,6 633,0 - - 0,2645 1,133
PEG 6000—-4gua 1093,9 8407.6 - - 0,2000
sal-dgua 13840,0  10944,0 - - 0,4619

Fonte: Do autor;
* rmsd (Bq. 3.15), A;j e B;j sdo pardmetros de energia com interagdes i-j, € @;; estd relacionado a ndo-aleatoriedade
da mistura

4.4- RESUMO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DO ELL

Os SABs obtidos foram de dois tipos: PEG (1500, 4000 ou 6000)/ sal (inorganico
ou organico) e liquido idnico (LI) ([bmim]BF4)/ sal (organico). Os sais utilizados foram: acetato
de sddio, citrato de sddio, citrato de potéssio, tartarato de sddio, tartarato de sodio e potassio,
tiossulfato de sddio e fosfato dipotéssico. Os resultados obtidos e as andlises realizadas estdao

resumidos nos seguintes itens:

v A influéncia da massa molar do PEG nas curvas binodais de todos os sistemas foi
estudada e o resultado obtido neste trabalho esta de acordo com o esperado para os
sistemas trabalhados, ou seja, quanto maior a massa molar do PEG, maior € a tendéncia
das curvas binodais em se aproximarem de regides de menores concentra¢des de PEG e sal.
Este efeito ficou mais evidente, na maioria dos SABs, em regides de baixas concentragdes
de PEG. Nas regides com maiores concentracdes do polimero, as curvas para os PEGs 4000
e 6000 se sobrepdem para todos os sistemas, exceto para o sistema com PEG/ citrato de
potéssio;

v Estudou-se o efeito do pH nos sistemas formados por PEG/tampéo citrato e
PEG/tampao fosfato e foi avaliado que tanto o aumento do pH, quanto da massa
molar do PEG, é favordvel para a formacao da regido de duas fases (efeito salting-
out). Nesses sistemas também foi estudado o comportamento da inclinacdo das
linhas de amarracdo em relag@o a variacdo do pH e da massa molar do PEG. Em

ambos os casos, pequenos efeitos foram observados em sua maioria;

v A influéncia da temperatura nas curvas binodais foi estudada para o sistema dos

tipos PEG/tiossulfato de s6dio e [bmim]BF4/sais organicos e os resultados foram
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conforme o esperado para cada tipo de SAB. Para o primeiro sistema foi encontrado
que um acréscimo na temperatura, favorece a formacao da regido bifésica. O efeito
contrdrio é vélido para o segundo sistema. Porém, através de trabalhos publicados
na literatura foi verificado que este dltimo sistema hidrolisa na presenca de dgua, o

que invalida seu uso com um SAB;

A capacidade de salting-out a 30°C das curvas binodais do tipo PEG/sal foi
verificada através da avalia¢do conjunta dos diagramas de fases experimentais com
os valores de energia de Gibbs de hidratagdo (AGy,,q) disponiveis na literatura para
os ions destes sais. Foram comparadas as curvas binodais dos sais que possuem em
comum o cation Na* em sua estrutura quimica e foi observado que o efeito salting-
out dos SABs com tartarato de sédio e potassio (KNaC4H4Og) € menor que aqueles
com tiossulfato de sédio (Na2S203) e tartarato de sdédio (Na2CsH4Og). Além disso,
as curvas binodais dos SABs com tiossulfato de sddio, obtidas neste trabalho, foram
comparadas com curvas de solubilidade de outros sais da literatura. Ambas as
analises mostraram concordancia com os valores de (AGy,,q) dos fons destes sais.
Considerando os sais que possuem o cation K* em comum, uma outra andlise foi
realizada e encontrou-se a seguinte sequéncia de salting-out: HPO4 (-1125 kJ.mol
1> CeHeO77 (-2793 kJ.mol!) e este resultado ndo seguiu o que era esperado em

relagdo aos valores de (AGpyq) dos fons;

Os dados experimentais de equilibrio liquido—liquido foram correlacionados pelo
modelo NRTL para o célculo do coeficiente de atividade, encontrando desvios
globais médios na faixa de 0,456 a 1,133%, com excecdo do SAB do tipo PEG1500/
tiossulfato de sédio, cujo desvio obtido foi de 1,781%. Além disso, a qualidade dos
dados de ELL foi medida pelos testes de Othmer-Tobias e Bancroft, obtendo

coeficientes de determinacao (RZ=1).
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4.5- PARTICAO DAS PROTEINAS

Nesta se¢ao, estdao apresentados os resultados das parti¢des das proteinas albumina
de soro bovino (BSA) e lisozima (LS) nos sistemas formados por PEG (1500, 4000 ou 6000) +
tartarato de s6dio (Na2C4H4Og), tartarato de sddio e potdssio (KNaCsH4Og), tampao fosfato de
potassio, pH 7,0 (KH2PO4/K>2HPO4) ou citrato de potassio (K3CsHsO7) + 4dgua a 30°C.
Ressalta-se que nos sistemas com sais citrato de potdssio, o estudo de particionamento foi
realizado apenas com a LS, pois observou-se que as fases dos SABs deste tipo ndo estavam

limpidas apds a particao.
4.5.1- RESULTADOS OBTIDOS

Nas Tabelas 4.20 (particdes da BSA) e 4.21 (parti¢des da LS) sdo mostrados os
valores dos coeficientes de parti¢do (Kp, Eq. 3.11), eficiéncia de extracao (%e, Eq. 3.12 ou Eq.
3.13), comprimento da linha de amarracdo (CLA, Eq. 3.7) e as fracdes méssicas (100w4) das
duas proteinas particionadas nos SABs. As fracdes massicas de alimentacdo dos sistemas
ternarios utilizados na parti¢do destas biomoléculas sdo as mesmas dos experimentos de ELL
discutidos no item 4.2. Cada SAB ¢ identificado pelos nimeros (1-4) das linhas de amarragdo
(LASs).

E possivel observar em ambas as tabelas que algumas linhas de amarragio ndo tém
resultados de particdo, pois na maioria dos casos foi observado precipitado na interface. Os
valores de Kp foram obtidos apenas para os SABs com menos precipitado na regidao
intermedidria das fases em ELL. Santhi e colaboradores (2020) verificaram que em valores de
CLA maiores, algumas proteinas precipitavam na interface e isso pode ser atribuido ao efeito
salting-out que ocorre com o aumento da concentracdo de sal na fase rica nesse componente.

Ressalta-se que nos sistemas formados por PEG 1500 e tartarato de sédio (Tabela
4.20), foi usado uma concentracdo de BSA menor (0,5g/L) que nos sistemas com PEG 4000 e
6000 com este mesmo sal, devido a presencga de precipitacdo de proteina na interface desses
sistemas quando se usou a concentragdo de 1 g/L.

Pode-se observar na Tabelas 4.20, que a BSA foi particionada para a fase inferior
em todos os casos, conforme pode ser comprovado pelos valores dos coeficientes de particao
menores que 1, mostrando uma migracao preferencial para a fase rica em sal.

Varios autores (BOAGLIO et al.,, 2006; PERUMALSAMY e¢ MURUGESAN,
2007; PERUMALSAMY e BATCHA, 2011), ao estudarem a particdio da BSA em SABs do
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tipo PEG/sal, encontraram resultados iguais ao deste trabalho com relagdo a preferéncia de fase
da BSA pela fase inferior. Boaglio ef al. (2006) concluiram que a transferéncia de proteina para
a fase rica em sal pode ser devido a diminui¢ao do volume livre disponivel na fase superior. J4,
Perumalsamy e Murugesan (2007) ao investigarem o efeito dos componentes formadores de
fase, pH e adi¢des de sal neutro (NaCl) na particdo da BSA em SABs do tipo PEG 2000/ citrato
de sdédio, confirmaram que a particdio de BSA depende da hidrofobicidade relativa dos
compostos, bem como de sua carga. Perumalsamy e Batcha (2011) verificaram que com o
aumento da concentragdo de sal, a afinidade da BSA pela fase inferior diminui e isso refere-se
ao efeito salting-out que leva a precipitacio da biomolécula devido a diminui¢do da
disponibilidade de dgua para sua solubilizacdo em solucdo salinas mais concentradas.

Porém, também existem trabalhos com resultados contrarios em relagdo a particao
da BSA, dependendo dos componentes do sistema. Yan-Min et al. (2010) estudaram o efeito
do pH, da massa molar do PEG e concentracdo de BSA em sistemas formados por PEG (1000,
2000, 4000 e 6000) /citrato de potassio. Esses autores observaram que a BSA foi particionada
para a fase superior em alguns sistemas e em outros preferiu a fase rica em sal. Este resultado
mostra que uma mesma proteina, dependendo do sistema, pode ter preferéncia tanto pela fase
superior quanto pela inferior. Capézio et al. (2005) também verificaram que a BSA teve
preferéncia pela fase superior em SABs formados por PEG (1000, 1500 ou 3350) e tampao
fosfato de potdssio (KH2PO4/KOH).
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Tabela 4. 20: Coeficientes de particao (Kp, Eq. 3.11) e eficiéncia de extra¢do (% ¢, Eq. 3.12) da albumina de soro bovino (BSA) em sistemas

formados por PEG (1) + sal (2) + 4gua (3) a 30°C.

LA CLA Kp Desvio® Y CLA Kp Desvio® %e CLA Kp Desvio® %e
PEG 1500 PEG 4000 PEG 6000
Tartarato de sodio e potassio, pH=7,5; (100w4 = 0,05)°
1 33,71 0,170 0,008 82,22 26,78 0,064 0,005 92,45 23,52 0,067 0,004 90,93
2 40,07 0,259 0,007 74,38 37,03 0,097 0,006 87,47 32,68 0,086 0,003 88,09
3 44,5 0,298 0,005 71,24 4341 0,145 0,005 81,37 37,63 0,136 0,005 81,83
4 48,60 0,335 0,009 68,98 47,95 0,155 0,007 80,45 40,72 0,147 0,004 80,02
Tartarato de sédio, pH=7,0; (100 w4=0,06 para PEG 4000 e 6000 e 100 w4 = 0,03 para PEG 1500)®
1 40,35 0,507 0,005 59,41 27,14 0,107 0,003 89,54 29,45 0,157 0,006 84,87
2 46,04 0,531 0,004 57,57 35,12 0,141 0,006 86,47 35,88 0,198 0,007 79,75
3 53,4 0,566 0,004 56,22 42,68 0,152 0,004 84,32 42,81 0,186 0,005 78,59
4 47,51 0,199 0,003 79,68 47,78 0,273 0,008 72,65
Tampao fosfato de potassio, pH 7,0 (100w4 = 0,02)°

1 30,42 0,316 0,005 67,07 23,53 0,204 0,015 75,41

2 37,00 0,341 0,018 64,27 31,38 0,227 0,031 73,14 32,08 0,210 0,005 72,55
3 4298 0,385 0,008 60,25 36,99 0,237 0,022 70,34 37,14 0,223 0,018 70,62
4 46,83 0,444 0,018 57,42 40,65 0,238 0,029 70,66 42,11 0,271 0,004 65,39

Tiossulfato de sédio, pH= 6,15; (100 w4 = 0,06)°

1 30,82 0,402 0,005 60,11 33,61 0,288 0,008 66,26 3591 0,295 0,004 63,18
2 38,88 0,286 0,007 67,17 39,06 0,234 0,004 69,91 40,28 0,233 0,011 68,81
3 4391 0,252 0,010 69,68 43,29 0,208 0,006 71,81 44,67 0,209 0,007 70,54
4 49,07 0,241 0,005 69,54 46,77 0,194 0,005 73,46 47,89 0,223 0,006 71,65

Fonte: Do autor; * desvio padrio = @

. -emquene X sdo, respectivamente o tamanho e a média da amostra; ® fracio méssica da protefna.
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Tabela 4. 21: Coeficientes de parti¢do (Kp, Eq.3.11) e eficiéncia de extragdo (% €, Eq.3.12 ou 3.13) da lisozima (LS) em sistemas formados por
PEG (1) + sal (2) + agua (3) a 30°C

LA CLA Kp Desvio? %e CLA Kp Desvio? %e CLA Kp Desvio® %e
PEG 1500 PEG 4000 PEG 6000
Tartarato de sddio e potéssio, pH = 7,5; (100w4 = 0,045)°
1 33,71 4,888 0,232 86,38 26,78 1,687 0,054 68,61 23,52 1,324 0,021 66,41
2 40,07 7,165 0,173 90,62 37,03 2,835 0,052 81,02 32,68 1,219 0,012 65,75
3 43,41 2,971 0,038 82,38 37,63 1,372 0,018 69,45
4 48,69 8,65 0,056 92,2 40,72 1,554 0,026 72,56
Tartarato de sédio, pH~7,0; (100w4 = 0,045)°
1 40,35 9,745 0,338 93,63 27,14 1,309 0,058 65,66 2945 0,932 0,073 60,21
2 46,04 18,751 0,762 96,49 35,12 1,586 0,081 71,52 3588 0,792 0,065 56,10
3 53,40 22,785 0,542 96,72 42,68 1,602 0,076 72,98 42,81 1,212 0,045 67,21
4 47,51 3,430 0,065 85,02 47,78 1,95 0,078 76,84
Fosfato de potassio, pH 7,0 (100w = 0,02)°
1 30,42 0,856 0,023 57,11 23,53 0,387 0,008 61,79 27,77 0,252 0,007 69,02
2 37,00 0,946 0,021 60,77 31,38 0,251 0,004 71,06 32,08 0,188 0,003 74,69
3 42,98 1,161 0,041 66,53 36,99 0,235 0,016 70,49 37,14 0,153 0,003 77,84
4 46,83 1,657 0,037 73,45 40,65 0,205 0,002 73,67 42,11 0,158 0,016 76,62
Citrato de potéssio, pH=8,3; (100w4 = 0,045)°
1 31,18 12,951 0,432 94,43 35,11 2,913 0,151 81,50 27,14 1,162 0,192 61,04
2 39,34 15,232 0,623 95,39 38,39 3,693 0,121 84,86 33,88 1,261 0,233 63,73
3 45,76 25,551 0,551 97,3 41,62 4,981 0,094 88,49 41,09 2,274 0,123 77,54
4 46,89 4,011 0,165 86,55
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Tiossulfato de sédio, pH = 6,15; (100ws = 0,045)°

W N =

4

30,82
38,88
4391
49,07

0,599
0,493
0,453
0,457

0,009
0,007
0,011
0,007

50,26
54,28
56,09
54,64

33,61
39,06
43,29
46,77

0,444
0,334
0,273
0,287

0,005
0,008
0,007
0,012

56,03
61,86
66,02
65,19

35,91
40,28
44,67
47,89

0,374
0,266
0,225
0,206

0,007
0,009
0,005
0,004

57,51
65,89
68,99
73,21

Fonte: Do autor.

. - T(x-X 5 . . L1 ~ P .
2 desvio padrao = /%, em que n e X sdo, respectivamente o tamanho e a média da amostra; ° fracio méssica da proteina.
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As parti¢des da lisozima (Tabela 4.21), mostram que a maior parte dos SABs com
esta proteina, apresentou valores de Kp maiores que 1, indicando a preferéncia desta enzima
pela regido rica em PEG. Pic6 et al. (2007) estudaram as interacdes proteina-polimero e
concluiram que a lisozima tem alta afinidade pelo PEG, sendo que essa alta intera¢do diminui
com o aumento da massa molar do polimero. Porém, na maioria dos SABs formados com o
tampao fosfato de potéssio e nos sistemas com tiossulfato de s6dio, o mesmo nao aconteceu. A
lisozima, nestes sistemas, teve preferéncia pela fase inferior. A literatura (HAGHTALAB et al.,
2003; PEREZ et al., 2013; PENG et al., 1995; SU e CHIANG, 2006; FARRUGIA et al., 2004)
aponta que a lisozima, na maior parte dos SABs estudados, tem preferéncia pela fase superior,
rica em PEG, mas isso também ndo é uma regra. Nos trabalhos de Perez er al. (2013) e
Haghtalab er al. (2003) algumas das particdes das lisozimas em SABs do tipo PEG/sal foram
para a fase inferior.

Hatalab et al. (2003) estudaram a particdo da lisozima em SABs com PEG 4000 e
tampao fosfato (KH2PO4+/K:HPO4) em pH 7,1 a 25°C, e também chegaram a conclusdo que
neste tipo de sistema, os valores de Kp foram inferiores a 1, corroborando com os dados obtidos
nesta tese para os mesmos componentes de fase e pH, ainda que exista uma diferenca de 5°C
entre as temperaturas estudadas. De acordo com Sindhu e colaboradores (2013), a fase com sais
fosfatos sdo mais hidrofébicas que a fase polimérica. Sendo assim, moléculas de dgua sdo
expelidas para a fase superior, fazendo com que aumente a particdo da biomolécula na fase
inferior.

SU e CHIANG (2006) em seus estudos sobre particdo da lisozima nos sistemas
compostos por PEG, sulfato de sédio e dgua, sugeriram que a particao da lisozima para a fase
superior foi influenciada pela hidrofobicidade. Além disso, mencionaram que em sistemas
PEG/sal, o comportamento da particao protéica também pode ser impulsionado pelas forgas
que provocam o efeito salting-out.

A lisozima € mais hidrofobica que a BSA (SU e CHIANG, 2006). Portanto, de
acordo com as analises de resultados de parti¢des da literatura dessas duas proteinas (item 2.5),
€ provavel que nos SABs com sais tartaratos e citrato de potdssio, o controle das parti¢des da
lisozima esteja relacionado com a hidrofobicidade das fases. Ja nos casos dos sistemas com
PEG/tiossulfato de s6dio e PEG/tampao fosfato de potéssio, a caracteristica hidrofobica dos
sais foi mais forte que a do PEG, atraindo a lisozima para a fase rica em sal. A BSA,
naturalmente hidrofilica, pode ter sido atraida pela fase rica em sal devido a menor
hidrofobicidade da fase rica em sal, conforme avaliou Sindhu et al. (2013) em seus estudos de

particdo da BSA em SABs do tipo PEG/ sal (carbonato de sddio ou sulfato de s6dio).
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Embora viérios estudos tedricos e experimentais fornecam algum suporte para os
principais fatores da particio de biomoléculas, eles ainda sdo muito complexos e pouco
compreendidos. Enquanto alguns autores sugerem que a hidrofobicidade controla a particdo de
biomoléculas, outros sugerem que as interacdes eletrostiticas desempenham o papel principal
(PEREIRA E COUTINHO, 2020). Portanto, os resultados experimentais sdo a tinica base para
se avaliar o comportamento de particdo de determinado soluto em um tipo de sistema
especifico, ndo sendo possivel se basear em dados experimentais da literatura. Cada sistema
estudado apresenta uma andlise diferente e ndo existe comportamento sistematico sobre esse
assunto.

A distribuicdo desigual de proteinas entre as duas fases aquosas € resultante de um
delicado balango de interagdes entre a proteina e as outras espécies presentes nas duas fases que
coexistem em equilibrio (LUECHAU et al., 2010; PEREIRA E COUTINHO, 2020). Portanto,
o valor do coeficiente de particdo obtido em um SAB pode fornecer informacdes sobre as
interagdes que determinam sua distribuicdo entre as fases em equilibrio (FERREIRA et al.,
2020). Diversas propriedades fisico-quimicas do sistema e da biomolécula determinam o valor
de Kp, por exemplo, algumas propriedades das fases como a natureza quimica dos
componentes, massa molar, pH, temperatura, concentracdes de sal e do polimero, comprimento
das linhas de amarragdo, entre outras (DA SILVA e LOH, 2006; PEREIRA E COUTINHO,
2020). Os resultados apresentados nessa tese e os dados experimentais da literatura corroboram

com essa afirmacao.
4.5.2 - INFLUENCIA DO CLA NO COEFICIENTE DE PARTICAO

O conhecimento do comprimento da linha de amarragdo (CLA), o qual expressa a
diferenga entre as concentracdes de polimeros e sal presentes nas fases de cada SAB, €
normalmente utilizado para indicar o possivel comportamento da particio de biomoléculas
(VIEIRA et al., 2019). Tal comportamento e o efeito da massa molar do PEG nos coeficientes
de parti¢do podem ser vistos nas Figuras 4.25 a 4.28 e confirmam a discussdo do item 4.4.1, ou
seja, a BSA foi particionada para a fase inferior (Kp < 1) em todos os sistemas e a lisozima para
a fase superior (Kp > 1) na maioria dos casos. Foi observado também que nos SABS formados
por PEG 1500 e fosfato de potdssio para a particdo da lisozima (Figura 4.28-B), parte dos
valores de Kp sdo menores que 1 e a outra parte maiores que 1. Este comportamento ja foi

encontrado em trabalhos de particao da literatura (VIEIRA et al., 2019, PEREZ et al., 2013).
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Figura 4. 25: Influéncia do CLA e massa molar do PEG no coeficiente de particdo (KP) da

albumina de soro bovino (BSA) ou lisozima (LS) nos sistemas do tipo PEG (1) + sal (2) + dgua

(3) a30°C: (A) e (B) citrato de potassio; (C) e (D) tiossulfato de sédio.
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Figura 4. 26: Influéncia do CLA e massa molar do PEG no coeficiente de particdo (Kp) nos

sistemas do tipo PEG (1) + tartarato de sédio (2) + dgua (3) a 30°C: (A) albumina de soro

bovino (BSA); (B e C) lisozima (LS)
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Figura 4. 28: Influéncia do CLA no coeficiente de particdo (Kp) nos sistemas do tipo PEG (1)
+ fosfato de potéssio, pH 7,0 (2) + dgua (3) a 30°C: (A) albumina de soro bovino (BSA); (B)

lisozima (LS).
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A Figura 4.25 mostra as anélises das particoes da BSA e LS realizadas nos SABs
formados pelos sais citrato de potassio (K3CsHs0O7) e tiossulfato de s6dio (Na2S203). Foi
observado que o Kp diminui com o aumento da CLA para os sistemas com tiossulfato de sédio
e o efeito contrario pdde ser detectado nos SABs com citrato de potdssio. O mesmo
comportamento dos SABs com citrato de potdssio foi observado nos demais sistemas das
Figuras 4.26 a 4.28, exceto para os sistemas formados por PEG (4000 ou 6000) /tampao fosfato
de potassio (pH 7,0), representados na Figura 4.28 (B), no caso especifico de particdo da LS.
Esses dois resultados ja foram observados na literatura (BABU et al., 2008; RODRIGUES,
2001; SOUZA, 2008, BOAGLIO et al., 2006; GAFFARI et al., 2020).

De acordo com Da Silva e Loh (2006), com o aumento do CLA, a biomolécula de
interesse tende a migrar preferencialmente para uma das fases, isto €, o valor do coeficiente de
particdo torna-se mais distante da unidade. Esse comportamento € resultado do aumento da
diferenca de composicdo entre as fases, que aumenta as contribui¢des entdlpicas e entrdpicas
na transferéncia da biomolécula para uma das fases. Nos casos da particdo da BSA nos SABs
com os dois sais tartaratos e com tampao fosfato de potéassio, o aumento do CLA aumentou o
valor de Kp na fase inferior, ou seja, a particao foi menos eficiente em maiores valores de CLA.
Isso pode ser devido a precipitacdo de proteinas na interface (efeito salting-out) que ocorre com
aumento da concentragao de sal, como foi observado experimentalmente nestes sistemas.

O efeito da massa molar do PEG no coeficiente de particao (Kp) da BSA e LS

também pode ser avaliado através das Figuras 4.25 a 4.28. Sobre este efeito, pode ser observado
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que na maioria dos SABs estudados, quanto maior a massa molar do polimero, menor é o Kp e
tal situacdo ja foi comprovada por vérios pesquisadores em estudos de separacdo com sistemas
aquosos do tipo PEG/sal (BOAGLIO et al., 2006; CAPEZIO et al., 2005; DA SILVA et al.,
2009). Perez et al. (2013), estudaram a particdo de oito proteinas em diferentes SABs
compostos por PEG e sal e concluiram que nem sempre o aumento da massa molar do PEG
propiciou a diminui¢do do Kp. Neste trabalho, ao avaliar este efeito nos SABs com PEG (4000
ou 6000) /(sais tartaratos e tiossulfato de s6dio), Figuras 4.26(A), 4.27(A) e 4.25 (C), o aumento
da massa molar do polimero propiciou coeficientes de particdo maiores.

Conforme pode ser visto nas Figuras 4.25 a 4.28, nos sistemas formados por PEG
e tiossulfato de sddio, nos quais as duas proteinas foram particionadas para a fase inferior, os
coeficientes de parti¢do da lisozima sdo maiores que os da BSA. Isso mostra que as interagdes
entre a BSA e os componentes da fase inferior deste tipo de SAB foram mais fortes, pois valores
de Kp menores na fase inferior estdo relacionados a maiores eficiéncias de extracdo.

Além disso, em alguns SABs deste trabalho foi observado que ao aumentar o CLA,
nao houve grandes variagdes no Kp. Exemplos desta situacdo podem ser vistos nos sistemas,
relacionados a particdo da BSA, formados por PEG4000/fosfato de potédssio e nos SABs do tipo
PEG 1500/tiossulfato de sédio referentes aos resultados de parti¢do da lisozima. O coeficiente
de particio depende da composicdo e propriedades da fase e, portanto, variard com
comprimento da linha de amarracdo. No entanto, é possivel ter o mesmo coeficiente de particao
em linhas de amarracgdo diferentes quando outros fatores, como a razdo de volume (alterando a
solubilidade) e a precipitacdo entram em jogo (SANTHI ef al., 2020). Além disso, o aumento
do Kp nas ultimas linhas de amarracdo dos SABs com PEG 6000 (Fig 4.25C) e com PEG 4000
(Fig. 4.25 D) também podem estar relacionados a precipitagdo de proteinas devido ao aumento
do efeito salting-out em altas concentracdes de sal (PERUMALSAMY E BATCHA, 2011).

E importante ressaltar que as proteinas foram particionadas em sistemas do mesmo
tipo com CLAs de mesmo valor para que fosse possivel avaliar o efeito de um mesmo SAB na
separacdo de biomoléculas diferentes. Os resultados das particdes mostraram que para um
mesmo tipo de sistema, a BSA e lisozima tiveram comportamentos tanto semelhantes (SABs
do tipo PEG/ tiossulfato de sédio ou PEG/tampao fosfato) quanto diferentes (demais SABs) em
relacdo a analise do CLA e a fase de preferéncia da fase para particdo. Perez et al. (2013)
também estudaram a particao de biomoléculas com caracteristicas diferentes em diversos SABs
e comprovaram que nao existe um padrdo nos resultados de particdo. Vieira et al. (2019)

também mostraram que a particdo de duas moléculas semelhantes (dcido salicilico e acido acetil
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salicilico) em sistemas iguais do tipo PEG/sal, apresentaram diferencas importantes nos

coeficientes de particdo.
4.5.3 — INFLUENCIA DO CLA NA EFICIENCIA DE EXTRACAO

Nas Figuras 4.29 (particdes da BSA e lisozima) e 4.30 (parti¢des da lisozima), é
possivel ver que, na maioria dos SABs, quanto maior o CLA mais eficiente é o processo de
particionamento. Ja na Figura 4.31 (parti¢cdes da BSA) foi observado o efeito contrario na maioria dos
sistemas. Segundo Salabat et al. (2010), a diminuicdo dos valores de efici€éncias de extracao
(%¢) com o aumento do CLA pode estar relacionado ao efeito salting-out dos sais em solugdes
mais concentradas. Esses autores explicaram que com o aumento da CLA, grandes quantidades
de proteinas podem se concentrar na interface das fases e isto pode estar relacionado a esta
perda de eficiéncia de extracdo.

As maiores eficiéncias de extracdo para a lisozima foram obtidas para os sistemas
formados por PEG 1500/(sais tartaratos ou citrato de potdssio), conforme pode ser observado
nas Figuras 4.29 e 4.30, as quais mostram os dados da Tabela 4.21. Eficiéncias acima de 80 %
também podem ser vistas em SABs dos sistemas formados por PEG (4000 ou 6000) e sais
tartarato, citrato de potdssio e tiossulfato de sdédio, nos resultados referentes as tltimas linhas
de amarracdo. Nos demais sistemas envolvendo a particao desta proteina, as % &€ estdo entre 50
e 78 %. SABs com polimeros de maiores massas molares apresentaram eficiéncias de extracao
menores na fase superior devido a diminui¢do do volume livre disponivel para a proteina se
acomodar nessa fase (PERUMALSAMY e BATCHA, 2011, VIEIRA et al., 2019), situagdo
também chamada de efeito do volume excluido (SU e CHIANG, 2006). De fato, isso explica
as maiores eficiéncias estarem relacionadas aos sistemas com PEG 1500. Nos sistemas com
PEG/ fosfato de potéssio da Figura 4.30, o efeito é contrério, pois a parti¢cdo da lisozima foi

direcionada para a fase inferior, como discutido no item 4.4.2.
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Figura 4. 29: Eficiéncia de extragdo em fun¢do da CLA para o sistema formado por PEG (1) +

tiossulfato
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formados por PEG (1) + sal (2) + dgua a 30°C.

il O PEG 1500
O PEG4000 KNaC,H,O (LS)
1001 A pEG 6000
90+ O =
w O
x 80- o 0
A
70 - A
A > A
0 r—-
25 30 35 40 45 50
CLA
90
O PEG 1500
851 O PEG4000 Fosfato, pH 7,0 (LS)
804 2\ PEG 6000
W A A
0\975' 4 o o
701 N o
65 o
601 © o
ssl 2
25 30 35 40 45 50
CLA

Fonte: Do autor.

120
[0 PEG 1500
110{ O PEG4000 NayC4H,Og (LS)
/\ PEG 6000
100 a a
W 90+ o
2 o
S 80- s
70 5 O A
60 - A A
25 30 35 40 45 50 55
CLA
120
O PEG 1500
110{ O PEG4000 K3CgHgO7(LS)
/\ PEG 6000
w100 _
x 90 - -
o 4
O © .
80 A
70
A
601 A ' . I
25 30 35 40 45 50
CLA



121

Figura 4. 31: Eficiéncia da extracdo da albumina de soro bovino (BSA) em fun¢do da CLA

para os SABs formados por PEG (1) + sal (2) + dgua a 30°C
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Como observado nas Figuras 4.29 e 4.31, em relagdo as particoes da BSA da Tabela
4.20, as maiores % ¢ foram obtidas pelos SABs do tipo PEG (4000 ou 6000) / sal (tartarato de
sddio e potdssio ou tartarato de s6dio). Nos sistemas com tampao fosfato e tiossulfato de sédio,
as eficiéncias ficaram entre 57-76% e 60-74%, respectivamente. O maior valor de eficiéncia de
extragcdo encontrado foi de 92,45% para o PEG 4000/ tartarato de sodio e potassio no CLA igual
a26,78.

Devido ao aumento natural da hidrofobicidade do PEG de altas massas molares, a
particdo na fase inferior serd maior nos SABs com polimeros de massas molares maiores,
diferente do que acontece com a parti¢cdo na fase superior (PERUMALSAMY E BATCHA,
2011). Portanto, as maiores eficiéncias obtidas na fase inferior serdo observadas para os SABs
com os polimeros de massas molares maiores, como foi observado neste trabalho para os casos

da Figura 4.31 e especificamente para o SAB formado por PEG/tampao fosfato da Figura 4.30.
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4.5.4 —- EFEITO DO SAL NA PARTICAO

Como os SABs com PEG (4000 ou 6000) / sais tartaratos ¢ PEG 1500/ (citrato de
potdssio e sais tartaratos) apresentaram as maiores efici€éncias de extracdo para a particao da
BSA e da lisozima, respectivamente, o estudo do efeito do sal foi realizado nestes sistemas.

Considerando a extracdo da BSA (Figura 4.32), uma comparacdo entre os sistemas
com os sais tartarato de sédio e tartarato de sédio e potdssio, mostrou que o segundo foi mais
eficiente para a extragdo desta proteina na maioria dos sistemas com PEG 4000 e PEG 6000,
tendo alcancando eficiéncia maxima de 92,45% no CLA igual a 26,78 e com PEG 4000. Isso
mostra que os sais com cation K* em sua estrutura e mesmo anion, proporcionou as maiores
eficiéncias de extragdo na maioria dos SABs.

Em relacdo a particdo da lisozima (Figura 4.33), as maiores % & obtidas foram
96,72 para o tartarato de sodio (CLA=53,40), 92,20 para o tartarato de sédio e potdssio
(CLA=48,69) e 97,30 para o citrato de s6dio (CLA= 45,76). Os resultados obtidos mostraram
que o eletrolito tartarato de sédio e potassio teve o pior desempenho na separagdo desta proteina
nas condicoes analisadas nesse trabalho.

Corroborando com os achados dessa tese, a razdo da influéncia do eletrélito nos
SABs sobre a particio de solutos permanece desconhecida, e a literatura ndo revela

comportamento sistematico (BORGES et al., 2016).
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Figura 4. 32: Influéncia do eletrdlito no coeficiente de particdo (Kp) da albumina de soro
bovino (BSA) nos sistemas do tipo PEG 4000 ou 6000 (1) + sais tartaratos (2) + dgua (3) a
30°C.
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Figura 4. 33: Influéncia do eletrélito no coeficiente de particdo (Kp) da lisozima (LS) nos

sistemas do tipo PEG 1500 (1) + sal (2) + dgua (3) a 30°C.
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4.6- RESUMO DOS RESULTADOS DA PARTICAO DAS PROTEINAS

A particdo da albumina de soro bovino (BSA) e lisozima (LS) foi estudada nos

SABs formados por PEG (1500, 4000 ou 6000 g.mol ')/ sal (inorganico ou organico) a 30°C.

Os sais utilizados foram: citrato de potdssio, tartarato de sodio, tartarato de sédio e potéssio,

tiossulfato de sédio e fosfato dipotdssico/ fosfato monopotdssico (pH 7,0). Os principais

resultados obtidos e andlises realizadas estdo enumeradas nos itens seguintes:

v

A lisozima ficou concentrada na fase superior na maioria dos sistemas e a BSA foi
particionada para a fase inferior em todos os sistemas. Em especial, nos SABs do tipo
PEG/ tiossulfato de sodio, e PEG/ tampao fosfato de potassio (pH 7,0), a lisozima teve

preferéncia pela fase rica em sal (fase inferior).

O acréscimo do comprimento da linha de amarracao (CLA) aumenta o coeficiente de
particdo (Kp) na maioria dos sistemas avaliados, com excecdo dos sistemas com

tiossulfato de s6dio e com tampao fosfato e PEGs 4000 e 6000, cujo efeito € inverso.

Em geral, foi observado que o aumento massa molar do PEG diminui os valores de Kp.

Em relagdo as eficiéncias de extragcdo (%¢), considerando as duas proteinas, os sistemas
formados por PEG + (tiossulfato de s6dio ou tampao fosfato) apresentaram efici€éncias
entre 57,11 e 77,84%. Nos sistemas formados por PEG e sais tartaratos as %e¢ ficaram
entre 56,22 e 92,45 para a BSA e entre 66,41 e 96,79 para a lisozima. Por tdltimo, os
SABs formados por PEG e citrato de potassio, apresentaram eficiéncias de extracao

entre 61,04 a 97,30 para a lisozima.
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5. CONCLUSOES

O objetivo desta tese foi avaliar o comportamento de particio de duas proteinas
modelo (BSA e lisozima) em SABs formados por PEGs de diferentes massas molares
combinados com sais organicos, inorganicos e solu¢des tampao. Para isto, dados de equilibrio
liquido-liquido, alguns deles inéditos, foram estudados experimentalmente.

Os SABs obtidos foram de dois tipos: PEG (1500, 4000 ou 6000)/ sal e liquido
i6nico ([bmim]BF4)/ sal. O estudo de particao foi realizado apenas no primeiro tipo de sistema.
Os sais utilizados foram: acetato de sodio, citrato de sédio, citrato de potdssio, tartarato de
sodio, tartarato de soédio e potdssio, tiossulfato de sodio, fosfato monopotéssico e fosfato
dipotéssico.

Esta tese fornece uma ampla e interessante contribui¢do de dados de ELL para a
andlise da parti¢do de solutos em SABs, pois possibilita o estudo da influéncia da temperatura,
do pH, do tipo de sal, da massa molar do PEG e do comprimento da linha de amarracdo no
comportamento de separacdo de qualquer analito de interesse. Além disso, as andlises
relacionadas ao processo de extracdo de proteinas encontrados neste trabalho fornece também
uma importante contribui¢do para a area de bioquimica e conhecimento de base.

Em relacd@o aos estudos de particdo das duas proteinas modelo, foi constatado que
a particao da BSA nos SABs com PEG (4000 ou 6000) /tartarato de sédio e potdssio foram os
mais eficientes, alcangando o valor maximo de efici€ncias de extragao (%¢€) igual a 92,45% no
comprimento de linha de amarracdo (CLA) igual a 26,78 relacionado a sistemas com o PEG
4000. No caso da lisozima, os SABs com maiores eficiéncias de extracdo foram aqueles
formados por PEG 1500 e pelos sais tartarato de sodio, tartarato de s6dio e potassio e citrato de
potdssio e as maiores %é& obtidas nos sistemas com estes sais foram 96,72 (CLA=53,40), 92,20
(CLA=48,69) e 97,30 (CLA=45,76), respectivamente. Portanto, sugere-se esses sistemas para
a extracdo dessas duas biomoléculas, desde que seja feito um estudo de viabilidade econdmica
e da atividade enzimética nestes SABs.

Os resultados do estudo de particdo desta tese mostraram que uma mesma proteina
em diferentes sistemas apresenta padroes de particdo diferentes e também inesperados. O
processo de particdo pode depender de muitos fatores, tais como das caracteristicas dos
componentes dos sistemas e suas interacdes moleculares, hidrofobicidade relativa das fases,
propriedades fisico-quimicas dos SABs, dentre outros. O comportamento de particdo das
biomoléculas nio revelou um comportamento sistematico e ainda depende de muitos estudos

para compreendé-lo.



126

6. SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

Nessa tese de doutorado foi apresentado um conjunto de dados de ELL

experimental que pode ser utilizado para o estudo de particdo de diferentes biomoléculas e

compostos quimicos. Em todos os sistemas foram obtidas 4 linhas de amarrag@o cujas fases sdo

de volumes aproximadamente iguais. Assim, as sugestdes para pesquisas futuras estdo baseadas

em possiveis combinacdes de sistemas para aplicacao do estudo de extracao liquido-liquido de

proteinas ou qualquer outro tipo de analito.

v

Avaliar a particdo da BSA e lisozima em todos os demais sistemas, incluindo andlise
da influéncia do pH (sistemas com tampao fosfato ou tampao citrato), da temperatura

(sistemas com tiossulfato de sédio) e atividade enzimaética;

Os SABs com tiossulfato de sédio a 20, 30 e 40°C sao inéditos e at€ o momento nao
ha publicacdes de particdes nestes sistemas. Portanto, seria interessante o uso desses

sistemas para extracao de diversos de compostos quimicos;

Outro tipo de SAB que ainda ndo foi muito explorado na literatura envolve o sal
tartarato de sdédio e potéssio, sendo que até 0 momento nao foram publicados dados

de ELL com variacdo de temperatura e estudo do pH para este tipo de sistema;

Estudo de particdo utilizando apenas os sistemas tartaratos de sodio e tartarato de
sddio e potassio para um determinado analito de interesse. Poderia incluir o estudo

de ELL do tartarato de potdssio que ndo foi utilizado neste trabalho.

E por fim os dois sistemas com tampao fosfato de potdssio (pH 6, 7 e 8) e tampao
citrato de sédio (pH 5, 6 e 7) poderiam ser utilizados para um estudo da influéncia do

pH na particdo de proteinas ou substancia de interesse.
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Tabela A 1: Dados das curvas binodais para o sistema: PEG 4000 (1) + tampao citrato de sédio (2), pH

5,0 + dgua (3) a 25°C.

Este trabalho Torres (2013)

100w:r 100wz 100w:i 100wz 100wi 100w> 100w:r 100w2 100w1 100w2
4576 2,31 23,05 7,93 9,28 14,63 4820 1,44 13,43 12,20
43,89 290 21,58 8,51 8,56 15,07 42,07 299 12,45 12,75
42,51 3,10 20,24 9,08 7,93 15,41 37,89 3,81 11,58 13,24
41,33 3,23 19,11 9,52 7,38 15,74 35221 436 10,85 13,66
40,21 3,39 17,96 10,02 6,90 16,03 32,37 5,09 1043 14,08
39,14 3,52 1694 1049 6,51 16,28 30,40 5,59 10,02 14,14
38,04 3,73 16,00 10,94 6,05 16,56 28,42 6,12 9,00 14,90
36,97 3,96 15,14 11,38 4,82 17,20 25,07 17,15 8,60 15,15
3532 4,34 14,12 11,92 3,26 19,01 22,87 791 6,56 16,35
32,71 5,09 13,20 12,40 1,70 20,81 20,49 8,83 484 17,39
30,66 5,58 12,35 12,88 18,43 9,71 1,58 20,63
28,58 6,14 11,48 13,38 16,73 10,49

26,54 6,84 10,72 13,81 1494 11,41

2470 7,37 10,05 14,19 1441 11,89

Fonte: Do autor.

Figura A 1: Curvas binodais do SAB formado por PEG 4000 (1) + tampao citrato de sodio (2),

pH 5,0 + 4gua (3) a 25°C.
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Figura A 2: Diagrama de fases dos SABs formados por PEG 1500 (1) + tampao citrato de s6dio
(2) + 4gua (3) a 30°C em diferentes pHs. Comparac¢io com dados da literatura (NASCIMENTO
et al., 2018).
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Tabela B 1: Dados das curvas binodais para o sistema: PEG (1) + tamp&o citrato de sédio (2) + dgua

(3) a30°C e pressdo atmosférica®

pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
100w; 100w, 100w; 100w:  100w; 100w> 100w; 100w,  100w; 100w: 100w; 100w,
PEG 1500

4471 293 4,62 21,10 46,35 2,07 11,13 13,01 46,58 1,97 4,63 15,77
41,15 382 3,62 22,53 44,70 2,29 9,78 13,68 44,18 2,29 420 16,14
8,14 455 262 23,95 42,25 2,69 853 14,34 40,92 2,66 3,77 16,51
3440 549 237 24731 38,76 3,33 746 14,94 36,36 3,52 2,73 17,86
30,30 6,84 212 24,67 35,80 3,88 6,04 15,78 32,78 4,17 221 18,53
27,03 8,07 1,87 25,02 33,01 455 4,67 16,72 29,65 492 1,69 19,20
24,09 9,26 1,48 26,06 30,50 5,20 421 17,42 26,12 6,00 1,39 20,17
21,70 10,33 1,09 27,09 28,29 5,81 3,76 18,11 23,10 7,01 1,08 21,14
19,31 11,56 0,83 27,95 25,62 6,70 2,85 19,49 20,07 8,16

16,75 12,92 0,58 29,52 23,15 7,59 194 20,88 17,66 9,15

14,72 14,06 0,33 31,09 21,19 8,32 1,48 21,57 15,29 10,20

12,74 15,19 1896 9,28 1,20 22,22 13,34 11,07

10,34 16,59 17,08 10,12 0,92 22,88 11,30 11,99

7,71 18,20 15,51 10,86 0,86 23,19 9,18 13,01

5,62 19,68 13,93 11,63 0,70 23,88 6,98 14,18

5,12 20,39 1243 12,36 0,54 24,58 5,49 15,03

PEG 4000

46,10 2,27 2,85 18,43 4722 1,60 13,72 8,56 47,42 1,40 6,73 10,69
43,86 2,83 223 19,99 45,72 1,74 12,49 9,07 45,65 1,57 546 11,26
41,26 3,13 1,60 21,55 43,75 1,94 11,45 947 43,72 1,73 5,15 11,37
37,89 3,59 098 23,11 4193 2,13 1042 9091 41,44 2,19 486 11,72
33,38 4,35 0,35 24,67 39,17 2,50 9,29 10,38 38,95 2,33 456 12,07
28,40 5,69 36,59 290 8,14 10,88 36,43 2,63 398 12,76
24,66 6,72 3443 324 695 11,39 34,12 2,99 339 13,46
21,86 7,54 32,52 3,58 585 11,89 31,82 3,39 280 14,16
19,61 8,32 30,73 3,89 5,05 12,31 28,80 391 2,17 15,22
17,52 9,16 29,09 422 457 12,90 25,82 449 1,53 16,27
15,93 9,78 27,08 4,62 398 13,49 22,84 524 090 17,33
14,14 10,58 25,38 5,02 3,01 14,67 20,23 5,87 0,26 18,38
12,38 11,40 23,89 5,36 2,38 15,77 17,77 6,57

10,72 12,20 22,09 5,86 1,76 16,87 15,81 7,20

9,16 13,00 20,61 6,24 1,25 17,97 14,03 7,83

6,90 14,16 19,25 6,65 094 18,52 12,54 8,39

5,03 15,20 17,73 7,11 0,63 19,08 11,12 8,92

3,94 16,81 16,40 7,57 048 20,56 9,83 9,41

340 17,62 15,04 8,07 835 10,01
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Continuacdo da Tabela B1...

PEG 6000

45,59 231 3,60 16,34 47,75 1,38 15,87 7,33 47,72 1,39 4,02 12,36
43,72 2,65 295 17,39 4735 1,63 14,44 7,85 46,19 1,51 345 12,76
41,28 294 229 1844 45,58 1,73 13,07 8,35 4395 1,84 2,54 13,93
39,06 3,20 1,64 1949 43,52 1,97 11,96 8,77 40,48 2,05 2,14 14,71
35,65 390 098 20,54 41,66 2,18 10,71 9,27 36,73 2,39 1,37 15,50

32,68 4,60 40,71 2,46 9,64 9,74 32,73 3,14 0,92 16,51
30,19 5,14 38,19 2,55 8,28 10,32 28,94 3,86
26,64 6,01 38,29 2,70 7,20 10,77 25,21 4,55
23,31 6,95 36,76 291 6,03 11,30 22,23 5,19
20,12 7,95 3543 3,00 498 11,79 19,32 591
17,30 8,88 34,16 3,13 2,95 13,24 16,58 6,79
14,80 9,89 3220 344 1,94 13,96 14,23 7,43
12,49 10,93 29,77 3,89 1,80 14,28 12,07 8,19
10,60 11,82 27,04 447 1,67 14,60 10,16 8,93
8,90 12,68 24,770 5,03 1,40 15,24 8,12 9,71
6,64 13,78 22,50 544 1,16 16,10 6,60 10,32
5,47 14,40 20,53 598 092 16,96 5,47 10,80
5,00 14,88 18,90 6,40 045 18,69 515 11,19
4,54 15,37 17,29 6,89 4,82 11,58

Fonte: Do autor;
2 Incerteza (u): u(w) =0,0001; u(T)=0,05K; e u(p) =5 kPa.
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Tabela B 2: Dados experimentais da curva binodal para o sistema PEG (1) + tampao fosfato de potéssio

(2) + 4gua (3) a 30°C e pressao atmosférica®.

pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
100w; 100w, 100w; 100w>  100w; 100w> 100w; 100w:  100w; 100w:> 100w; 100w
PEG 1500
4331 2,47 1244 12,22 45,88 1,80 998 12,28 4590 1,64 13,37 9,18
4226 2,62 11,82 12,52 44,07 2,23 847 13,05 43,779 1,91 11,33 10,03
41,20 2,78 11,52 12,67 40,64 2,61 6,80 13,94 41,68 2,19 9,23 10,93
39,06 3,15 11,21 12,81 37,17 3,16 537 14,77 38,11 2,74 692 11,99
36,92 3,52 9,57 13,63 36,57 3,19 429 15,52 38,09 2,70 528 12,80
34,12 4,13 793 14,45 32,92 3,89 322 16,27 35,62 3,12 4,03 13,53
31,32 4,73 7,22 15,18 30,24 4,57 3,05 16,58 33,14 3,54 3,59 13,79
28,39 5,61 6,51 1592 29,64 4,66 2,89 16,88 31,33 3,92 343 13,98
2545 648 581 16,65 26,72 545 2,73 17,18 29,12 4,35 328 14,17
23,63 7,22 5,10 17,39 24,13 6,27 2,57 17,49 27,11 4,77 3,13 14,37
21,80 7,96 424 18,44 20,63 748 229 18,04 25,10 5,19 297 14,56
19,98 8,70 3,38 19,50 20,62 749 2,01 18,59 2340 5,65 2,63 15,05
18,15 9,44 251 20,55 17,74 8,61 1,72 19,14 21,71 6,11 229 15,55
16,73 10,14 1,65 21,61 13,53 10,52 1,44 19,69 20,02 6,72 1,95 16,04
15,30 10,83 14,50 10,08 18,34 7,32 1,60 16,54
13,87 11,53 12,10 11,23 15,69 8,27
PEG 4000

4378 2,07 7,05 11,53 44775 1,69 1390 7,82 46,85 1,31 9,64 8,25
43,33 2,08 544 12,22 4290 2,01 13,71 17,84 45,99 1,38 8,26 8,73
40,24 2,41 495 12,82 40,44 2,27 12,23 8,40 43,09 1,63 7,15 9,12
39,80 248 447 13,42 39,06 240 10,83 8,93 42,08 1,61 572 9,66
36,47 291 398 14,02 37,24 248 10,78 8,99 39,98 191 450 10,13
34,87 328 3,50 14,62 35,61 2,80 9,60 941 38,03 2,06 4,01 10,70
32,97 3,51 286 15,56 33,39 3,09 843 9,89 37,11 2,17 3,52 11,26
29,53 4,15 221 16,51 31,63 3,38 8,06 10,09 3345 2,60 3,02 11,83
28,82 443 1,57 17,45 30,99 346 744 10,28 31,59 293 253 1240
25,38 5,07 093 18,39 28,59 394 6,13 10,92 30,00 3,18 1,98 13,29
21,62 6,06 26,65 429 582 10,97 27,33 3,58 143 14,17
23,77 5,56 26,09 438 531 11,42 25,01 4,01 0,88 15,05
20,04 6,60 24,05 486 481 11,87 22,22 464 033 1593
17,25 7,47 22,38 524 431 12,32 20,04 5,18

16,86 7,67 21,69 543 3,80 12,77 19,52 5,35

14,42 8,58 19,70 594 3,13 13,60 17,78 5,72

12,89 9,17 19,18 6,05 245 1443 15,92 6,24

12,13 9,54 17,52 6,62 1,77 15,27 14,08 6,79

10,40 10,18 16,47 6,88 1,09 16,10 12,59 7,28

8,67 10,83 15,65 17221 11,08 7,78
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Continuagdo da Tabela B2...

PEG 6000
45,05 1,59 8,65 961 47,06 1,19 9,02 895 4492 1,65 3,01 10,54
43,02 1,73 7,02 10,36 4250 1,88 7,23 9,62 4290 1,84 256 11,05
4098 1,87 5,779 11,06 38,90 241 5772 10,21 38,93 2,16 1,58 12,06
38,53 2,29 455 11,77 35,60 2,77 4,55 10,71 3484 2,59 1,28 13,08
36,40 2,58 4,03 12,43 32,30 3,12 3,99 10,95 30,33 3,30 1,04 14,09
3426 2,86 3,51 13,09 29,26 3,73 3,58 11,43 26,49 3,86 0,76 15,28
30,80 3,39 2,99 13,74 26,73 4,03 3,18 11,90 22,69 4,55
28,43 3,86 2,47 14,40 24,57 446 2,77 1238 18,88 5,36
26,06 432 192 1527 22,60 4,84 236 12,85 15,35 6,28
22,47 5,08 1,37 16,13 20,12 546 1,88 13,53 12,32 7,17
19,48 580 0,81 17,00 17,87 6,01 1,40 14,21 9,16 823
16,29 6,73 0,26 17,86 15,57 6,68 092 14,89 7,58 8,79
13,36 7,72 13,16 745 044 15,57 5,78 9,44
10,27 8,85 10,94 8,22 4,56 10,03

Fonte: Do autor.
2 Incerteza (u): u(w) = 0,0001; u(T)=0,05K; e u(p) =5 kPa.
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Tabela B 3: Dados experimentais da curva binodal para o sistema formado por PEG (1) + tiossulfato

de sédio (2) + 4dgua (3) em diferentes temperaturas e pressio atmosférica®.

20°C 30°C 40°C
100w; 100w> 100w; 100w: 100w; 100w> 100w; 100w: 100w, 100w, 100w; 100w-
PEG 1500
39,06 436 18,57 10,57 4094 3,95 10,77 13,78 42,15 3,52 18,84 9,84
38,08 4,57 17,84 10,9 39,36 4,19 9,93 14,17 40,41 3,77 18,3 10,05
37,1 4,78 17,11 11,23 37,778 4,44 9,16 14,53 38,98 398 17,76 10,26
36,17 498 1642 11,55 35,64 4,85 851 14,84 3791 422 16,78 10,64
3525 5,18 15,773 11,88 34 528 7,89 15,16 36,85 445 1588 11
34,64 529 15,08 12,17 3235 57 71,53 15,36 35,82 477 15,03 11,35
33,66 5,53 14,43 1248 31,01 6,17 7,22 15,51 34,79 494 14,27 11,66
3294 5,68 13,27 13,04 28,94 6,77 696 15,63 33,61 5,26 13,36 12,02
31,78 6,01 12,28 13,52 26,86 7,37 6,67 15,79 3243 5,58 12,51 12,37
30,59 6,29 11,3 14,01 2522 7,83 6,39 15,95 31,39 5,87 11,95 12,69
30,14 6,44 10,53 14,39 2421 82 6,13 16,11 30,25 6,17 11,39 13,01
29,18 6,72 9,85 14,72 232 856 59 16,24 29,03 6,5 10,54 13,37
28,22 6,99 9,05 15,18 21,96 9,04 5,68 16,37 27,8 6,83 9,69 13,72
28,17 7,02 86 1541 20,71 9,52 545 16,51 269 7,12 89 14,07
28,12 7,05 84 15,51 19,96 9,77 529 16,62 2593 74 8,12 1442
27,16 7,35 7,77 15,85 18,92 10,21 529 16,62 25,15 17,64 7,68 14,63
262 7,65 7,14 16,2 17,88 10,64 4,84 16,99 2434 789 724 14,84
25,06 8,05 16,58 11,26 4,42 17,27 23,61 8,09 6,76 15,09
23,92 844 16,26 11,33 4,01 17,59 22,89 8,36 6,28 15,35
22,81 8,86 152 11,87 3,55 17,86 22,14 8,58 5,72 15,72
21,69 9,28 14,49 12,11 3,1 18,13 21,41 8,87 5,15 16,09
209 9,6 13,75 12,44 2,57 18,53 20,74 9,11 4,67 1644
20,11 9,92 13,02 12,77 2,04 18,92 20,1 935 42 16,78
19,34 10,24 11,79 13,32 19,47 9,59
PEG 4000

41,85 3,21 9,88 11,38 46,04 1,69 9,19 11,02 43,41 299 17,25 7,6
40,53 3,36 9,24 11,67 455 1,87 8,65 11,26 42,07 3,12 16,14 793
39,2 35 8,68 11,92 4437 2,1 8,17 1147 40,35 3,35 15,12 8,24
38,02 3,67 8,19 12,12 4324 233 7,8 11,61 39,27 345 14,25 8,51
36,7 389 7.8 1231 4194 2,59 744 11,75 40,74 3,24 13,31 8.8
35,17 4,08 7,78 123 40,65 284 7,1 11,88 38,19 3,55 12,48 9,08
33,88 438 7,76 12,29 39,01 3,11 6,77 12,01 37,00 3,7 11,77 9,29
32,17 471 7,28 12,53 37,38 3,38 648 12,14 38,31 3,54 10,9 9,56
30,98 492 6,8 12,77 36,11 3,61 581 124 38,44 353 10,19 928
29,65 5,18 6,32 13 34,85 3,85 5,66 12,61 38,68 35 911 10,2
2834 549 585 13,25 34,04 4,08 545 12,61 32,06 426 828 105
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Continuagdo da Tabela B3 ...

26,99 584 523 13,6 33,23 4,31 5,26 12,69 33,94 406 7.6 10,75
2596 6,03 4,75 13,83 32,17 454 51 12,83 35,82 3,85 7,02 10,97
27,07 5,81 4,34 14,06 31,1 476 496 12,84 3486 394 6,53 11,17
25,03 6,31 3,99 14,28 29,84 5,01 476 12,93 33,89 403 6,1 11,33
24,16 6,54 3,65 14,51 28,57 525 4,6 13 3297 4,15 566 1149
23,28 6,77 3,37 14,7 26,5 56 444 13,07 32,06 426 525 11,67
22,43 7,01 2,71 15,09 2454 6,03 4,19 13,22 31,04 446 526 11,7
21,57 7,24 2,16 1541 22,6 6,57 394 1338 30,02 4,66 5,06 11,76
20,22 7,63 1,72 15,87 21,03 6,98 3,94 13,38 29,15 485 4,77 11,87

18,94 8 19,62 7,35 3,25 13,63 28,28 5,05 447 12
17,72 8,42 18,09 7,82 2,77 13,86 27,49 5,21 4,14 12,15
16,59 8.8 16,72 8,25 2,29 14,07 26,7 538 358 12,49
15,41 9,23 15,23 8,77 2 14,28 2535 5,7 3,02 12,82
14,51 9,56 1398 9,21 1,72 14,53 2422 593 25 13,19
13,71 9,85 12,87 9,62 145 14,83 23,14 6,12 2,09 13,51
12,74 10,24 11,92 9,98 22,12 6,33 1,77 13,86
11,98 10,52 11,13 10,27 21,08 6,6 1,49 14,12
11,27 10,82 10,37 10,56 1985 6,87 1,29 14,39
10,61 11,1 9,74 10,8 18,53 7,22
PEG 6000
4331 2,8 12,08 9,8 45 2,24 1454 84 44,13 2,61 1454 7,7

4193 297 11,31 10,08 43,68 2,45 13,87 8,62 42,85 2,68 13,88 7.9
40,56 3,13 9,88 10,58 42,37 2,68 13,22 8385 41,78 2,778 12,56 8,29
39,19 331 845 11,09 41,06 2,89 12,63 9,05 40,2 296 11,23 8,68
37,81 348 7,03 11,67 39,74 3,12 12,14 9,23 39,13 3,13 10,46 8,93
36,36 3,71 593 12,1 39,76 3,15 11,64 94 38,99 3,13 9,69 9,18
3491 395 4,6 12,68 38,31 33 11,18 9,56 38 324 8,92 943
3393 4,14 346 13,26 36,87 345 10,71 9,73 36,85 34 815 9,68
3295 433 2773 13,74 35,32 3,75 10,32 9,88 35,92 346 7,77 9,81
32,33 439 22 14,06 33,777 4,04 10 9,98 3421 37 739 995

31,58 4,53 33,58 4,17 9,66 10,1 32,82 393 7,01 10,08
30,79 4,64 32,49 429 9,33 10,21 31,61 4,07 6,63 10,21
29,99 4,75 31,39 441 9,06 10,31 30,42 4,23 6,37 10,28
28,91 5 30,13 4,72 8,76 10,44 29,25 442 6,12 10,34
27,83 5,26 2891 495 8,36 10,57 28,11 4,62 5774 1048
26,74 5,52 29,02 4,89 7,96 10,72 27,09 4,778 5,37 10,62
25,66 5,77 29,13 4,82 7,53 10,88 26,1 494 535 10,69
23,75 6,23 27,04 526 7,15 11,03 25,08 5,13 5,12 10,71
22,13 6,67 25,26 5,62 6,82 11,16 2396 5,33 488 10,8

20,74 7,03 23,68 597 652 11,23 2289 55 437 11,1

19,67 7,28 22,26 6,29 6,21 11,35 22,02 5,69 3,78 11,37
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18,6
17,58
16,57
15,71
14,72
13,83
12,78

7,58
7,89
8,21
8,49
8,83
9,14
9,52

21,02
19,83
18,7
17,76
16,89
16,04
15,24

6,56
6,87
7,2
7,45
7,7
7,94
8,2

5,85
5,31
4,79
4,23
3,67
3,22
2,77

114
11,64
11,82
12,04
12,26
12,47
12,68

21,11
20,39
19,76
18,82
17,67
16,53

15,2

5,85
6,03
6,21
6.41
6,77
7,12
7,51

3,11
2,66

11,71
11,95

Fonte: Do autor.

2 Incerteza (u): u(w) =0,0001; u(7)=0,05K; e u(p) =5 kPa.
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Tabela B 4: Dados experimentais da curva binodal para o sistema PEG (1) + sal (2) + dgua (3) a 30°C

e pressao atmosférica®.

PEG 1500 PEG 4000 PEG 6000
100w; 100w; 100w; 100w, 100w; 100w 100w; 100w,  100w; 100w 100w; 100w,
PEG-Citrato de potdssio

39,68 5,54 932 17,97 41,88 443 8,58 13,61 43,46 3,56 7,28 12,86
37,19 6,24 8,14 18,60 37,98 495 7,62 14,01 39,70 4,04 5,69 13,39
34,70 6,87 6,96 19,23 34,08 547 6,71 1444 36,63 448 481 1393
31,33 7,87 5,13 20,03 30,52 6,15 5,83 14,89 3391 489 399 14,53
29,31 8,54 4,46 2092 26,90 7,00 495 1534 30,87 5,47 3,57 15,13
27,40 922 378 21,82 2343 782 4,11 16,10 2783 6,03 3,16 15,72
23,83 10,66 3,11 22,52 21,22 851 3,56 16,85 25,66 6,55 2,74 16,32
22,11 11,45 244 2323 19,00 9,20 3,12 17,61 23,49 7,06 222 17,28
20,39 12,23 1,76 24,67 17,52 9,73 2,65 18,37 20,07 7,97 1,70 18,25
18,69 13,07 1,41 26,53 16,05 10,25 2,05 19,31 17,46 8,778 1,19 19,22
16,96 13,94 14,54 10,90 1,52 20,26 14,96 9,71

1421 15,37 13,03 11,54 1,27 21,20 12,73 10,58

12,95 16,05 11,64 12,23 0,77 22,15 10,23 11,64

11,69 16,74 10,21 12,91 8,72 12,26

PEG-Fosfato dipotdssico

47,06 1,69 4733 1,61 48,15 1,23 12,32 6,76
42,66 244 4226 1,86 46,55 145 11,84 6,96
39,29 2,71 39,24 2,13 4496 1,68 11,55 7,14
36,13 3,15 36,62 2,36 43,63 192 11,44 7,02
33,54 3,38 3429 253 4196 195 11,04 7,16
31,03 3,84 32,26 2,71 40,28 1,98 10,68 7,30
28,65 4,40 30,29 3,05 38,60 2,12 10,33 7,38
26,53 5,06 28,53 3,36 36,92 2,27 9,99 751
2491 543 26,90 3,70 36,46 2,26 9,69 7,64
22,86 5,94 25,10 4,06 34,06 2,63 936 784
21,11 6,46 22,93 445 32,79 2,82 9,11 7,79
19,50 6,98 20,75 4,94 31,52 2,90 9,00 791
17,82 7,60 18,93 5,45 30,19 3,07 8,86 7,87
16,35 8,21 17,46 5,85 29,05 3,17 8,66 792
15,19 8,66 15,85 6,30 2791 327 842 8,01
14,02 9,08 14,25 6,80 2595 3,50 8,19 8,09
12,77 9,55 12,95 7,27 25,42 3,68 798 8,18
11,57 10,04 11,77 7,61 2418 3,84 7,77 824
10,46 10,49 10,52 8,07 22,70 4,01 7,61 8,38
9,36 10,97 9,43 845 21,95 4,19 17,59 832
8,58 11,44 8,43 8,87 21,20 438 740 8,38
7,96 11,73 7,65 9,16 1994 469 725 842
7,31 12,03 6,95 941 19,83 477 6,39 8,79
6,59 12,43 6,26 9,59 18,83 494 552 9,15
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8,36 11,44 5,68 9,81 17,79 521 4,69 9,52
6,12 12,55 5,68 9,82 17,78 528 3,97 9,83
5,19 13,07 4,08 10,65 16,87 541 3,24 10,07
4,31 13,58 3,12 11,15 16,07 5,778 2,62 10,36
3,55 14,12 246 11,54 16,03 5,65 2,13 10,64
2,95 1443 1,98 11,80 1530 586 1,73 10,90
2,31 15,06 1,62 12,18 1465 6,19 144 11,18
1,90 15,43 1,37 12,51 14,62 6,06 1,23 11,32
1,54 15,88 1,17 12,75 14,00 6,20
1,29 16,25 0,98 13,09 13,46 6,56
1,08 16,63 0,84 13,32 13,38 6,43
0,91 17,00 12,81 6,64
PEG-Tartarato de sodio
42,68 3,37 11,18 13,58 4529 238 1490 8,80 45,01 2,51 9,15 10,51
41,22 3,64 10,10 14,10 43,31 2,50 13,82 9,22 42,39 2,779 8,02 10,96
39,75 390 9,26 14,54 41,30 2,69 12,81 9,61 40,09 3,04 7,06 11,37
37,55 4,30 8,41 14,98 39,13 2,95 11,86 10,01 37,61 342 6,13 11,72
3535 4,70 7,56 15,37 37,21 3,20 11,04 10,37 3571 3,60 5,229 12,05
33,66 5,12 6,70 15,75 35,44 3,43 10,29 10,68 33,60 4,04 423 12,86
31,96 5,53 596 16,14 33,83 3,64 9,63 10,94 31,61 4,37 321 13,67
30,27 6,02 530 16,80 32,44 3,82 896 11,23 2995 4,69 2,04 1494
28,58 6,51 4,64 17,46 31,25 4,17 827 11,53 28,38 496 1,25 16,15
26,82 7,03 4,08 18,38 30,13 443 7,64 11,82 27,00 521 1,04 17,45
25,05 17,56 3,51 19,31 28,83 4,63 7,10 12,06 25,69 542 0,77 18,74
23,40 8,18 294 20,24 27,77 484 6,65 12,26 2438 5,70
21,75 8,80 1,81 22,09 26,68 5,12 6,20 12,47 23,11 6,05
20,67 9,24 1,24 23,01 25,34 547 575 12,68 21,99 6,34
19,58 9,67 0,85 24,03 24,19 5,779 528 12,92 20,33 6,76
18,57 10,10 0,47 25,05 2290 6,13 481 13,16 1890 7,13
17,56 10,53 21,65 6,52 3,89 13,76 17,37 7,56
16,26 11,16 20,35 6,95 3,07 14,25 15,52 8,17
1495 11,77 19,22 7,33 2,32 14,89 14,11 8,62
13,61 12,41 18,18 7,66 1,71 15,48 12,56 9,19
12,26 13,05 17,10 7,96 1,32 1593 11,24 9,73
PEG-Tartarato de sodio e potdssio
41,55 4,55 1505 1320 1 4245 3,59 10,32 12,15 43,62 3,31 12,73 10,55
38,69 5,05 12,92 1436 2 39,55 394 8,13 13,16 39,27 4,03 10,97 11,23
3589 5,60 10,88 1545 3 36,06 4,58 592 14,24 37,73 430 9,26 11,96
3340 6,21 885 16,60 4 33,68 498 443 15,02 35,62 4,52 7,772 12,61
30,94 6,85 6,04 1828 5 3040 5,776 3,59 16,12 33,11 5,03 6,32 13,23
28,59 7,58 3,779 1997 6 27,81 6,14 285 17,18 30,11 5,60 495 13,89
26,23 8,35 3,10 20,62 7 2534 6,79 1,81 18,87 27,34 6,11 393 14,40
2441 9,06 241 2222 8 2263 747 0,83 20,70 23,89 7,07 3,22 15,33
22,59 9,66 1,82 23,60 9 19,27 8,55 21,22 7,62 238 16,51
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21,26 10,29 1,24 2497 10 16,62 9,49
19,92 10,87 091 26,11 11 14,25 10,44
17,80 11,79 0,58 27,25 12 12,45 11,20

19,23

8,22

17,26 8,85

14,71

9,77

1,53 17,69
0,98 18,88
0,42 20,07

Fonte: Do autor.

2 Incerteza (u): u(w) = 0,0001; u(T) = 0,05 K; e u(p) =5 kPa.
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Tabela B 5: Dados experimentais da curva binodal para o sistema [bmim]BF (1) + sal (2) + dgua (3)

em diferentes temperaturas e pressao atmosférica®.

20°C 30°C 40°C
100w; 100wy 100w; 100w,  100w; 100w: 100w; 100w>  100w; 100w> 100w; 100w,
Acetato de sodio
70,13 0,59 37,70 2,13 72,11 1,13 3793 3,72 69,56 1,58 25,00 8,52
63,44 0,82 3490 2,32 67,30 1,26 36,15 3,83 62,68 224 2237 9,63
58,48 1,05 31,49 2,67 65,87 1,43 32,55 4,31 59,44 254 18,90 11,94
56,03 1,28 28,55 3,05 60,63 1,61 2894 494 57,37 2,73
52,47 1,31 2583 3,60 56,49 2,18 25,88 5,69 52,32 3,34
50,88 1,40 23,34 425 56,17 2,00 2560 6,13 49,39 3,76
49,29 1,46 20,22 5,50 5246 2,31 23,19 6,58 41,78 4,81
47,07 1,50 16,59 7,73 48,83 2,67 20,63 7,70 39,77 5,11
44,80 1,65 48,10 2,57 18,11 9,22 3573 5,84
43,09 1,78 45,44 3,00 15,57 12,00 30,41 6,86
41,02 1,89 41,37 3,25 1547 1145 28,34 7,36
citrato de sodio
73,08 0,28 21,44 4,66 68,59 0,63 51,71 1,70 72,46 1,14 2321 722
66,57 0,59 19,40 5,51 67,98 0,67 4744 2,04 63,78 1,74 2225 754
60,15 0,74 17,93 6,24 66,81 0,72 4291 2,44 57,54 1,88 21,07 7,95
55,05 0,95 16,55 7,07 62,58 095 38,78 282 51,43 245 20,81 7,93
50,80 1,14 15,05 8,14 60,96 1,01 3542 3,21 46,39 3,01 19,87 8,41
47,42 1,29 59,33 1,13 32,72 3,54 41,76 3,66 17,67 9,36
4421 1,44 57,55 1,21 3049 3,87 38,12 4,16 16,30 10,57
41,31 1,65 56,74 1,26 2832 4723 36,01 447 14,40 10,92
38,76 1,83 5546 1,36 26,37 4,59 3399 480 12,50 11,88
3573 2,05 54,56 1,41 23,83 523 32,14 508 11,31 12,71
33,07 2,32 54,08 1,45 21,59 590 30,57 5,35 10,15 13,62
30,65 2,64 53,32 1,49 19,39 6,76 2898 5,69
28,66 2,86 52,68 1,53 18,33 7723 27,48 6,03
2596 3,38 52,19 1,57 16,33 8,31 26,05 6,37
23,54 4,02 51,39 1,64 15,25 8,97 24,70 6,76
Tartarato de sodio
67,11 0,88 23,11 4,67 66,59 1,10 31,47 4,47 71,54 0,95 27,17 7,10
60,68 0,94 20,80 548 64,88 1,20 28,87 496 66,14 1,23 2440 8,01
55,15 1,11 19,46 6,14 60,98 1,46 26,64 5,45 61,04 1,70 22,04 8,98
49,73 1,41 18,63 6,54 57,11 1,71 24,10 645 55,72 222 18,86 10,70
4545 1,71 17,70 7,06 52,80 2,03 49,95 2,19 52,00 2,69
41,55 1,99 17,07 17,43 48,11 2,49 41,86 3,05 47,30 3,35
38,30 2,20 16,42 7,88 45,64 2,74 36,06 3,80 43,63 3,90
35,52 248 43,49 2,97 3146 448 40,35 4,42
32,95 2,72 41,38 3,21 26,23 5,58 3748 4,84
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30,80 2,99 39,38 343 2231 6,84
28,62 3,32 37,67 3,63 18,71 8,52
26,70 3,70 36,05 3,82 1648 9,54
2498 4,12 33,84 4,12

35,12
32,93
31,00
29,03

5,27
5,69
6,09
6,59

Fonte: Do autor.
2 Incerteza (u): u(w) = 0,0001; u(7) = 0,05 K; e u(p) = 5 kPa.



APENDICE C- Parametros da equacao de Merchuk et al. (1998)

Tabela C 1: Parametros da equacdo de Merchuk (Eq. 3.1) para o sistema PEG (1) + tampao citrato de sédio (2) + 4gua (3) a 30°C
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pH A (L1.C.95% ) B (1.C.95% )® C (1.C.95% )® R? sd ?
PEG 1500

5,0 08816 (0,8488  09143) -39109  (-4,0818  -3,7399) 123,7214 (112,8029 134,6399) 0,9996  0,0025

6,0 0,8920  (0,8720  0,9121)  -4,5504  (-4,6702  -4,4307) 209,9376 (197,1185 222,7568) 0,9998  0,0023

7,0 09304  (0,8928  0,9680)  -4,9573  (-5,1836  -4,7311) 236,9550 (206,9039 267,0062) 0,9952  0,0033
PEG 4000

5,0 1,0360  (0,9644 1,1075)  -5,2285  (-5,6018  -4,8552) 262,1562 (210,9153 313,3971) 0,9988  0,0044

6,0 09720 (0,9562  0,9879)  -5,6990  (-5,8008  -5,5973) 476,2542 (453,8898 498,6186) 0,9998  0,0017

7,0 09509  (0,9098  0,9921) -5,8163  (-6,1032  -5,5294) 606,6204 (534,3255 678,9153) 0,9996  0,0038
PEG 6000

5,0 09925  (0,9504 1,0346)  -5,0708  (-5,3073  -4,8344) 329,3059 (282,2826 376,3293) 0,9995  0,0025

6,0 09658  (0,9129 1,0187)  -5,6785  (-6,0431 -5,3139) 617,0354 (529,7317 704,3390) 0,9986  0,0056

7,0 09781  (0,9108 1,0453)  -6,0669  (-6,5441 -5,5897) 681,4526 (463,8145 899,0907) 0,9983  0,0044

Fonte: Do autor.
2sd representa a incerteza padrdo (Eq. 3.2); ® intervalo de confianga de 95%.
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Tabela C 2: Parametros da equacdo de Merchuk (Eq. 3.1) para os sistemas formados por PEG (1) +tampao fosfato de potassio (2) + dgua (3) a
30°C.

pH A (LC. 95% )’ B (1.C. 95% )’ C (1.C. 95% ) R? sd?
PEG 1500

6,0 09196 (0,8937 0,9456) -4,8016  (-4,9520 -4,6512) 182,8368 (165,8210 199,8526) 0,9996 0,0023

70 09193  (0,8815 0,9571) -5,0699  (-5,2987  -4,8410)  255,6941 (224,6915 286,6967) 0,9991 0,0039

80 09224 (0,8943 0,9505) -5,3587  (-5,5379  -5,1795)  434,9703 (399,0691 470,8715) 0,9994 0,0367
PEG 4000

6,0 1,0002 (0,9608 1,0396) -5,7917  (-6,0229  -5,5605)  417,2964 (369,7396 464,8533) 0,9993 0,0031

70 1,0636  (1,0058 1,1214) -6,4956  (-6,8442  -6,1470)  476,8985 (328,3021 625,4948) 0,9986 0,0033

80 09811 (09516 1,0106) -6,5001  (-6,7094 -6,2908)  841,2456 (759,4299 923,0613) 0,9994 0,0033
PEG 6000

6,0 09668 (09317 1,0020) -6,0917  (-6,3256  -5,8578)  605,8353 (542,3131 669,3575) 0,9995 0,003

7,0 09053 (0,8366 0,9739) -5,6574  (-6,1372  -5,1776)  937,2794 (788,7417 1085,8170)  0,9970 0,0063

80 1,1047 (1,0528 1,1566) -6,9877  (-7,2980 -6,6773)  929,6769 (821,7573 1037,5965)  0,9996 0,0028

Fonte: Do autor.
2sd representa a incerteza padrio (Eq. 3.2); © intervalo de confianga de 95%.
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Tabela C 3: Parametros da equagcao de Merchuk (Eq. 3.1) para os sistemas formados por PEG (1) + tiossulfato de sédio (2) + 4gua (3) em diferentes

temperaturas.
1/ °C A (LC.95% ) B (I.C.95% ) C (I.C.95% ) R? sd ?

PEG 1500

20 1,0786 (1,0445, 1,1126) -4,8246(-4,9604, -4,6887) 167,4698 (158,5552, 176,3843) 0,9996  0,0019

30 0,9325 (0,8852, 0,9799) -4,1830 (-4,4026, -3,9634) 245,7538 (232,7616, 258,7460) 0,9989  0,0038

40 0,9595 (0,9351, 0,9840) -4,4024 (-4,5175, -4,2872) 264,1662 (254,8999, 273,4324) 0,9996  0,0021
PEG 4000

20 1,1407 (1,0937, 1,1878) -5,6245 (-5,8243, -5,4248) 393,6823 (372,8304, 414,5341) 0,9993  0,0031

30 0,8233 (0,7951, 0,8517) -4,2188 (-4,4120, -4,0256) 623,3137 (593,8675, 652,7599) 0,9988  0,0049

40 1,3505 (1,2661, 1,4350) -6,5819 (-6,9075, -6,2562) 603,2373 (555,3699, 651,1046) 0,9988  0,0048
PEG 6000

20 1,1370 (1,0780, 1,1952) -5,7664 (-6,0318, -5,5009) 514,4199 (473,3316, 555,5082) 0,9991  0,0037

30 1,0219 (0,9805, 1,0633) -5,3086 (-5,5282, -5,0890) 692,4398 (655,5115, 729,3680) 0,999 0,004

40 1,3902 (1,3254, 1,4549) -7,0865 (-7,3414, -6,8316) 736,0536 (687,0734, 785,0338) 0,9992  0,0037

Fonte: Do autor.
2sd representa a incerteza padrdo (Eq. 3.2); ® intervalo de confianga de 95%.



Tabela C 4: Pardmetros da equacdo de Merchuk (Eq. 3.1) para os sistemas formados por PEG (1) + sal (2) + 4gua (3) a 30°C.
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PEG A (1.C. 95% )b B (1.C. 95% )b C (1.C. 95% )b R? sd?
PEG-Tartarato de sodio

1500 1,0262 (0,9781 1,0744) -4,7737  (-4,9908  -4,5565) 197,0983  (180,1184  214,0782) 0,9992 0,0034

4000 1,1146 (1,052  1,1772) -6,03  (-6,3292  -5,7309) 3799518 (339,311 420,5927) 0,9982 0,005

6000 1,2334  (1,1868 1,2801) -6,3387  (-6,5405 -6,1369) 498,2675 (462,6684  533,8667) 0,9995 0,0026

PEG-Tartarato de sodio e potdssio

1500 1,1542  (1,0148 1,2935) -4,7962  (-5,2967  -4,2957) 140,9091 (116,0578  165,7604) 0,9986 0,0044

4000 1,3363  (1,2296 1,4430) -6,0141  (-6,3938  -5,6344) 278,4856  (240,4975  316,4736) 0,9993 0,0031

6000 1,3099 (1,2112 1,4086) -5,9292  (-6,2950  -5,5634) 372,5174  (332,0989  412,9359) 0,9993  0,0033
PEG-Citrato de potdssio

1500 0,9836 (0,8367 1,1306) -3,6945  (-4,255  -3,1339) 113,1124 (94,2144 132,0105) 0,9976  0,0053

4000 1,7967 (1,5170 2,0764) -6,7004  (-7,371  -6,0291) 173,6023  (130,0468  217,1579) 0,9984 0,0046

6000 1,511 (1,3526 1,6694) -6,3714  (-6,8601 -5,8827) 2722645  (226,9529  317,5761) 0,9989 0,004
PEG-Fosfato dipotdssico

1500 0,9771 (0,9249 1,0293) -5,5533  (-5,8480 -5,2586) 404,7846  (363,0209  446,5483) 0,9981 0,0056

4000 1,1365 (1,0471 1,2260) -7,2554  (-7,7456  -6,7651) 736,4817 (612,9336  860,0298) 0,9971 0,0072

6000 1,1818 (1,1218 1,2419) -7,6421  (-7,9759  -7,3083) 965,1673  (845,6330 1084,7016) 0,9966 0,0073

Fonte: Do autor.

2sd representa a incerteza padrio (Eq. 3.2); ® intervalo de confianga de 95%.



Tabela C 5: Pardmetros da equacdo de Merchuk (Eq. 3.1) para o sistema [bmim]BF4 (1) + sal (2) + dgua (3).
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T/°C A (1.C. 95% )* B (1.C. 95% )* C (1.C. 95% )* R? Sd

Acetato de sédio

20 1,4892 (1,3705 1,6079) -9,3302 (-10,0111  -8,6493) -865,8243 (-1389,1687 -342,48) 0,9906 0,0097

30 1,6347 (1,5319 1,7376) -7,6352  (-8,0626 -7,2078) -145,353 (-250,2479 -40,4581) 0,9948 00,0089

40 1,4746  (1,3453 1,6039) -5,7587 (-6,2816 -5,2357) 90,1917 (-21,9153 202,2987)  0,9956 00,0087
Citrato de sodio

20 1,1898 (1,1242 1,2553) -8,2281 (-8,7387 -71,7175)  -555,4067 (-947,5501 -163,2632)  0,9929 00,0092

30 1,2014  (1,1595 1,2432) -6,7263 (-7,023 -6,4296) 187,5841 (12,129 363,0391) 0,9967 0,0074

40 1,5156  (1,4595 1,5717) -6,8332  (-7,0562 -6,6102) 74,2211 (28,0357 120,4066)  0,9980 0,0054

Tartarato de sédio

20 1,5246  (1,4207 1,6285) -9,3142  (-9,8543 -8,7741)  -902,4176  (-1198,6836 -606,1516)  0,9951  0,0085

30 1,3985 (1,3446  1,4524) -6,9089 (-7,169 -6,6488) 44,7145 (-70,6925 160,1215)  0,9973 0,0076

40 1,1872  (1,1333  1,2411) -5,1287 (-5,4313 -4,826) 202,4081 (99,3958 305,4203)  0,9970 0,0072

Fonte: Do autor.

2sd representa a incerteza padrdo (Eq. 3.2); ® intervalo de confianga de 95%.
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APENDICE D — Curvas de calibracio

Tabela D1- Dados obtidos para a curva de calibracdo da BSA a 280 nm

Absorbancias (ABS) ,
C (mg/ml) MEDIA
ABS1 ABS2 ABS3
Albumina de soro bovino (BSA)
0,090 0,0531 0,0505 0,0541 0,0526
0,206 0,1471 0,1465 0,1477 0,1471
0,344 0,2516 0,2493 0,2487 0,2499
0,622 0,4401 0,4459 0,4424 0,4428
0,844 0,5520 0,5560 0,5547 0,5542
1,005 0,6743 0,6713 0,6748 0,6735
1,291 0,8330 0,8442 0,8442 0,8405
1,856 1,1804 1,1890 1,1851 1,1848
Lisozima (LS)

0,099 0,248 0,2487 0,2484 0,2483
0,163 0,385 0,3862 0,3841 0,3849
0,199 0,499 0,5005 0,4984 0,4992
0,299 0,726 0,7273 0,7264 0,7267
0,392 0,938 0,9324 0,9387 0,9362
0,505 1,198 1,1989 1,1989 1,1985
0,593 1,432 1,432 1,4341 1,4327
0,716 1,685 1,6854 1,6854 1,6854
0,789 1,83 1,8276 1,8332 1,8303
0,911 2,073 2,0719 2,0687 2,071

Fonte: Do autor.

Figura D 1: Curvas de absor¢@o a 280 nm de solucdo de BSA ou lisozima em dgua.
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Fonte: Do autor.



APENDICE E — Calculo das incertezas do ELL

INCOGNITAS: w1, w{’ R wé, wz ; I (fase superior); II (Fase inferior).
A, B, C, D, E, F, G sao definidos como incertezas associadas.
0,5 3
wl=Axexp [B(wé) —c(wh) ]
05 3
wil = Axexp [B(wé’) —c(wy) ]
w’l =G+ Hw{’
wh =1+ HwY
Equacao (E3) e Equacao (E4) em Equacao (E1) = Equacao (ES)
(wil) = _FG + %exp [B(I + Hwé’)o'5 — C(1+ HwY 3]
Equacdo (E5) - Equacdo (E2) = f(w))) =
f(wil) =_;+;exp [B(I+Hw —C(I+Hw 3 ] A*exp[B(w —C(wé’)3]=0
wll = f(A,B,C,G,H,I)
EQUACAO GERAL DA PROPAGACAO DE ERROS:
af \? .
o’y =", (a—l{l) o*ki; em quek=A,B,C,G, H,I

11
Entao, tendo os valores das seis derivadas, aaLkZ; k=A,B,C, G, H, I, calcula-se:

2 awl! 2
(owi)" =31, (_akz) (ok)?

Com o valor de w/ da Equacdo E6, encontra-se o valor de w) usando a Equaciio E4.

wh =1+ HwY

(owh)’ =¥ 1(6"’2) (6k)?; em que k=A4,B,C,G, H,1

Com os valores de w), da Equacio E4, encontra-se o valor de w!, usando a Equacio E1

wl=Axexp [B(Wé)o’s - C(w£)3]

(awll)z = Yic1 (awl) (oki)?; em que ki= A,B,C,G,H,I

Com os valores de w) da Equacio E1, encontra-se o valor de w//,

I
W1=G+HW1
I
w;—G
11 1
W, =
1 H

(ow{ 2 1 (awl) (oki)?; em que k=A4,B,C,G, H,I

usando a Equacao E3
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APENDICE F - Tie lines experimentais e calculadas

Figura F 1: Diagrama de fases experimental e calculado para o sistema: PEG 1500 (1) +

tiossulfato de sédio (2) + 4gua (3) em diferentes temperaturas.
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Fonte: Do autor.
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Figura F 2: Diagrama de fases experimental e calculado para o sistema: PEG 4000 (1) +

tiossulfato de sédio (2) + 4gua (3) em diferentes temperaturas.
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Fonte: Do autor.
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Figura F 3: Diagrama de fases experimental e calculado para o sistema: PEG 6000 (1) +

tiossulfato de sédio (2) + 4gua (3) em diferentes temperaturas.
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Figura F 4: Diagrama de fases experimental e calculado para o sistema: PEG (1) + citrato de

potdssio (2) + dgua (3) a 30°C.
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Figura F 5: Diagrama de fases experimental e calculado para o sistema: PEG (1) + fosfato

dipotéssico (2) + dgua (3) a 30°C.
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Figura F 6: Diagrama de fases experimental e calculado para o sistema: PEG (1) + tartarato

de sodio (2) + dgua (3) a 30°C.
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Figura F 7: Diagrama de fases experimental e calculado para o sistema: PEG (1) + tartarato de

sodio e potdssio (2) + dgua (3) a 30°C.
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