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RESUMO

A extracdo de compostos de origem biologica demanda técnicas que
oferecam elevados niveis de pureza e que possibilitem o uso da molécula de
interesse nas industrias farmacéutica, quimica e de alimentos. Os métodos de
extracao aplicados usualmente apresentam possibilidades de presenca de residuos
organicos, altos custo e consumo energético, além de problemas de cunho
ambiental. Uma alternativa para separacdo de biocompostos € a extracdo em
Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA), fundamentada na formacédo de duas
fases aquosas imisciveis (ou parcialmente misciveis) entre si, nas quais as
moléculas de interesse se particionam de acordo com suas afinidades pelas fases
do sistema. Assim, este trabalho teve por objetivo obter dados de equilibrio liquido-
liquido (ELL) e avaliar a particdo da cafeina em SDFA convencionais (utilizando
polietileno glicol e sal inorganico) e compostos por liquido idnico e sal inorganico (LI-
SDFA), de forma a avaliar o emprego de liquido i6nico (LI) como substituinte do
polimero em SDFA. Para tanto, dados de equilibrio liquido-liquido (ELL) dos SDFA e
LI-SDFA investigados (com e sem adicdo de cafeina) foram obtidos nas
temperaturas estudadas, consistindo em curvas binodais, linhas de amarragéo (LA),
comprimento das linhas de amarragdo (CLA) e inclinacdo das linhas de amarracao
(ILA), de forma que o coeficiente de particdo (k) da cafeina também pbde ser
relacionado com esses parametros termodinamicos. Foi investigada a influéncia de
varios parametros dos SDFA e LI-SDFA no coeficiente de particio como
temperatura (T), massa molar (MM) do polimero, natureza do sal inorganico. A
consisténcia termodinamica dos dados de ELL obtidos foi verificada através das
correlagcbes de Othmer-Tobias (1942) e Hand (1930). Independente do sistema, a
cafeina apresentou maior afinidade pelas fases organicas (ricas em PEG ou
BMI.BF,) e o coeficiente de particAo mostrou ser inversamente proporcional a MM do
polimero; diretamente proporcional a temperatura do sistema e com tendéncia a
seguir a série de Hofmeister em relagdo ao sal inorganico (kyq,s0, > knano,)- FOI
observado também que a adicdo de cafeina ndo exerceu grande influéncia sobre os

dados de ELL dos sistemas investigados.

Palavras-chave: Sistemas de Duas Fases Aquosas; Equilibrio Liquido-Liquido;

Particdo de Cafeina; Tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio



ABSTRACT

This study aimed to obtain liquid-liquid equilibrium (LLE) data and evaluate
caffeine partitioning in conventional ATPS (using polyethylene glycol and inorganic
salt) and composed by ionic liquid (LI) and inorganic salt (IL-ATPS) in order to
evaluate the IL as polymer substituent in ATPS.
Biological compounds extraction demands techniques that provide high levels of
purity and to enable the use of the molecule of interest in the pharmaceutical,
chemical and food industries. The extraction methods usually applied present
possibilities of presence of organic residues, high cost and energy consumption, and
environmental nature problems. An alternative to biocompounds separation is the
use of extraction in Aqueous Two Phase Systems (ATPS), based on the formation of
two immiscible (or partially miscible) aqueous phases, in which the molecules of
interest are partitioned accordingly to their affinities by the phases of the system.
Therefore, Liquid-Liquid Equilibrium data (LLE) of both ATPS and LI-ATPS
investigated (with and without caffeine) were obtained at studied temperatures,
consisting of binodal curves, tie-lines (TL), tie-line length (TLL) and slope of the tie-
line (STL), so that the caffeine partition coefficient (k) also could be related to these
thermodynamic parameters. It was investigated the influence of several parameters
of ATPS and IL-ATPS on patrtition coefficient as temperature, molar weight (MW) of
the polymer, source of the inorganic salt. Othmer-Tobias (1942) and Hand (1930)
equations were applied for verification of LLE data thermodynamics consistence.
Regardless of the system, caffeine presented greater affinity for organic phases (rich
in PEG or BMI.BF,) and the partition coefficient showed to be inversely proportional
to the polymer MW; increase with the system temperature and tendency to follow the

Hofmeister Series in relation to the inorganic salt(kyg,s0, > knano,). AlSO, it was

observed that the addition of caffeine did not exert great influence on LLE data of the

investigated systems.

Key-words: Aqueous Two Phase Systems; Liquid-Liquid Equilibrium; Caffeine

Partitioning; 1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate
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1. INTRODUCAO

A extracdo de compostos de origem biolégica demanda técnicas que
oferecam elevados niveis de pureza e que, portanto, possibilitem o uso da molécula
de interesse nas industrias farmacéutica, quimica e de alimentos. No entanto, 0s
métodos de extracdo aplicados usualmente apresentam inconveniéncias como a
possibilidade de presenca de residuos organicos, altos custo e consumo energético,
além de problemas de cunho ambiental (pela aplicacéo de solventes téxicos).

Neste sentido, uma alternativa para separacao de biocompostos diz respeito a
extracdo em Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA), uma subdivisdo da extracdo
liquido-liquido, que se fundamenta na formacdo de duas fases aquosas imisciveis
(ou parcialmente misciveis) entre si nas quais as moléculas de interesse se
distribuem, ou seja, se particionam, de acordo com suas afinidades pelas fases do
sistema.

Comumente as fases dos SDFA sdo compostas por solucdes aquosas de
polimero-polimero ou polimero-sal inorganico. Entretanto, tem sido sugerido que o
processo de extracdo em SDFA pode ter suas caracteristicas aperfeicoadas com a
utilizacéo de Liquidos Iénicos (LI) como substituintes de uma das fases do sistema
(LI-SDFA). Preferencialmente, os polimeros sdo substituidos, evitando assim a alta
viscosidade que estes podem acarretar ao sistema e, consequentemente, facilitando
a transferéncia de massa das moléculas entre as fases e 0s processos
subsequentes.

A viscosidade acarretada pelos polimeros esta diretamente relacionada com
sua massa molar (MM), assim, quanto maior for a MM do polimero maior sera a
viscosidade da fase aquosa rica neste componente. Por ouro lado, quando em
solucdo aquosa, tanto o0s sais inorganicos quanto Lls apresentam viscosidade
desprezivel. Apesar disto, € importante considerar a tendéncia, das fases ricas em
sal (inorganico ou LI) em promover os efeitos salting-in ou salting-out, que por sua
vez, esta relacionada com a Série de Hofmeister (HF).

Independente dos constituintes do SDFA, 0 seu emprego para extracao de
compostos de origem biologica em escala industrial € dependente das condi¢es
operacionais do sistema de separacao e neste sentido, o conhecimento dos dados

termodinamicos de equilibrio liquido-liquido dos SDFA € de extrema importancia
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para o projeto dessas unidades. A eficiéncia do processo, por sua vez, é dependente
da escolha dos componentes formadores de fases, do conhecimento do equilibrio de
fases do sistema, além do coeficiente de particdo da(s) molécula(s) de interesse
entre as fases do sistema.

Um exemplo de processo de extragdo bastante aplicado nas industrias
quimica, farmacéutica e de alimentos € a descafeinizagdo, visto que: (a) ha uma
demanda por produtos alimenticios sem cafeina, a fim de atingir um publico com
restricobes a este composto e (b) a cafeina isolada pode ser adicionada como
principio ativo aos farmacos e/ou como suplemento em alimentos e bebidas.

A extragdo da cafeina usualmente € realizada via métodos onerosos, tais
como: (a) utilizacdo de CO, supercritico (que ndo é econdmico e pode degradar a
cafeina); (b) extracdo por agua quente (que pode reduzir o conteudo ndo apenas da
cafeina, como de outros componentes ativos desejaveis); (c) aplicacdo de solventes
organicos e (d) processos enzimaticos. Assim, a aplicacdo da extracdo em SDFA
para a extracdo de cafeina é de interesse industrial, uma vez que se poderia
conseguir a separacdo com elevado grau de pureza, sem as desvantagens
relacionadas aos demais métodos. No entanto, é necessario se estudar mais
aprofundadamente o comportamento da cafeina nestes sistemas, bem como
técnicas para minorar possiveis dificuldades em purificar esse soluto apés a
extracdo em SDFA.

Na literatura sédo relatados poucos trabalhos com a aplicacdo de SDFA no
estudo da particdo de cafeina, indicando a necessidade de uma maior investigacao
dos parametros envolvidos, como MM do polimero, tipo de sal inorganico,
substituicdo do polimero por liquido iénico além da temperatura de operacao.
Ademais, diferentemente dos trabalhos ja disponiveis na literatura, nos quais o0s
dados de equilibrio liquido-liquido (ELL) sdo pouco considerados, neste trabalho um
destaque é dado para os dados de ELL e a particdo da cafeina.

Nesse sentido, este trabalho apresentou como objetivo descrever o equilibrio
liguido-liquido e a particAo da cafeina em sistemas de duas fases aquosas
convencionais (utilizando polimero) e compostos por liquido i6nico, de forma a
avaliar o emprego de liquido ibnico como substituinte do polimero em SDFA. Para
tanto, 0s seguintes objetivos especificos foram realizados:

(a) Obter dados experimentais de ELL de SDFA e LI-SDFA compostos por

polietilenoglicol (PEG)/tetrafluoroborato de 1-butil-Bmetil  imidazélio



23

(BMI.BF,4) + sal inorganico + H,O, tais como curvas binodais, linhas de
amarracao (LA), comprimento das linhas de amarracao (CLA) e inclinagao
das linhas de amarracéo (ILA);

(b) Avaliar a influéncia de variaveis como massa molar (MM) do polimero,
temperatura de operacdo e natureza do sal inorganico no comportamento
de fases LL;

(c) Obter dados experimentais de ELL de SDFA e LI-SDFA compostos por
PEG/BMI.BF4 + sal inorganico + H,O + cafeina e determinar o coeficiente
de particdo da cafeina nesses sistemas;

(d) Avaliar a consisténcia termodinamica dos dados de ELL obtidos através
das correlac6es de Othmer-Tobias (1942) e Hand (1930);

(e) Avaliar a influéncia da MM do polimero, temperatura de operacdo e
natureza do sal inorganico na particdo da cafeina em SDFA e LI-SDFA,;

(f) Comparar os SDFA e LI-SDFA com vistas a particdo/processo de extracao

da cafeina.

A estrutura deste trabalho esta dividida em seis capitulos, incluindo-se esta
Introducdo. No segundo capitulo apresenta-se uma breve revisao bibliogréfica sobre
0s assuntos de interesse do trabalho. No terceiro capitulo € apresentada a
metodologia aplicada. No quarto e quinto capitulos sdo apresentados os resultados
e as conclusbes, respectivamente. No sexto capitulo sdo apresentadas as

referéncias bibliogréficas utilizadas na realizacdo deste trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados os assuntos de interesse deste trabalho, que
incluem: sistemas de duas fases aquosas (SDFA); tradicionais e utilizando
substituintes, como o liquido iénico, e suas aplicacdes para particionar biomoléculas.
Serdo apresentados também os formadores de fases utilizados neste trabalho
(polietilenoglicol, sais inorganicos de sodio e o liquido idnico tetrafluoroborato de 1-

butil-3-metilimidazdlio), bem como a molécula estudada: cafeina.

2.1 SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA)

O processo convencional de extracdo liquido-liquido faz uso de solventes
organicos que, em geral, ttm se mostrado limitados quando se deseja extrair
biomoléculas devido a baixa solubilidade que essas moléculas apresentam em
solventes organicos. Uma alternativa contra tal inconveniente se baseia na
utilizacado de dois compostos em solugbes aquosas como solventes, pois quando a
concentracdo dos compostos em solucdo excede um determinado valor, ha a
formacéo de fases que, por sua vez, podem atuar como extratantes biocompativeis
e estaveis, preservando a funcdo biolégica das biomoléculas. Este tipo de extracédo
liquido-liquido é conhecido como extragdo em sistemas de duas fases aquosas.

Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA) podem ser formados quando dois
componentes hidrofilicos, porém incompativeis, sao dissolvidos em agua de modo
gue ocorre a separacao de duas fases aquosas - sendo que uma fase apresenta
menor densidade (fase leve) e a outra apresenta maior densidade (fase pesada) -
com diferentes composi¢des e, quando adicionado o soluto, as moléculas que o
compdem se distribuem entre as duas fases, dependendo de suas afinidades
relativas com cada uma das fases.

Esses sistemas foram primeiramente introduzido por Albertson (1986), a fim
de particionar (separar) macromoléculas e particulas celulares e hoje é largamente
utilizado para particdo, extracdo e purificacdo de diversas moléculas devido a

seletividade favoravel, baixo custo, adaptabilidade para processo continuo e
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retencdo da atividade bioldgica, além do facil dimensionamento e alto potencial de
rendimento (VENTURA et al., 2012).

Na TABELA 1 estdo apresentados alguns exemplos dos sistemas de duas
fases aquosas e de seus componentes listados por Albertson (1986).

Dos sistemas apresentados na TABELA 1, os sistemas formados por
Polietilenoglicol (PEG) e Dextrana tém sido bastante estudados (SING e BANIK,
2012; KARAKATSANIS e LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2007; ANTQV et al., 2012;
KOJIMA e TAKAYAMA, 2013, NGUYEN e O'REAR, 2013; FARRELL e BEUDOIN,
2010), pois apresentam propriedades fisicas desejaveis como a baixa viscosidade
em ambas as fases e a formacdo de polimeros biodegradaveis de forma que se
adequam a legislacdo de muitos paises para o trabalho com produtos alimenticios e
farmacéuticos (DIAMOND & HSU, 1992).

TABELA 1 — SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS E SEUS COMPONENTES

Sistema Polimero 1/Polimero 2
Polimero 1 Polimero 2
Polipropilenoglicol Metoxipolietilenoglicol
Polietilenoglicol
Alcool polivinilico
Polivinilpirrolidina
Hidroxipropil dextrana

Polietilenoglicol Alcool polivinilico
Polivinilpirrolidina
Dextrana
Ficoll
Metilcelulose Hidroxipropil dextrana
Dextrana
Etilhidroxietilcelulose Dextrana
Hidroxipropil dextrana Dextrana
Ficoll Dextrana
Sistema Polimero/Soluto de Baixa Massa Molar
Polimero Soluto de Baixa Massa Molar
Polipropilenoglicol Fosfato de potassio
Glicose
Glicerol
Fosfato de potassio
Polietinoglicol Fosfato de potassio
Metoxipolietilenoglicol Fosfato de potassio
Polivinilpirrolidina Soluto de Baixa Massa Molar
Polimero Fosfato de potassio

FONTE: ALBERTSON (1986)

Sistemas alternativos, nos quais a dextrana € substituida por outro
componente, foram introduzidos com o objetivo de conter o inconveniente do alto

custo apresentado pela dextrana. Assim, tem-se aplicado sistemas formados por
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polietilenoglicol (PEG) e sais inorganicos, dos quais os sistemas PEG-fosfato e PEG-
sulfato sdo os mais empregados (BOLAND et al.,1991; KULA et al., 1982;
PAPAMICHAEL et al., 1992).

Os componentes, além da agua, que formam os SDFA sdo chamados de
formadores de fases e as propriedades fisicas e quimicas (viscosidade, polaridade,
solubilidade) dos componentes influenciam na formagdo das fases, por exemplo,
guanto mais viscosa a solucdo de um determinado componente (polimero) mais
tempo levard para ocorrer a separacao das fases; quanto mais soluvel for o sal, uma
solucdo de maior concentracdo sera necessaria para formar fases.

Reschke et al. (2014) estudaram 16 tipos de sais inorganicos como
formadores de fases para o sistema PEG-sal. Esse estudo teve o objetivo principal
de realizar a modelagem termodinamica dos sistemas, de forma que a influéncia de
parametros como o massa molar (MM) do PEG, a temperatura, o tipo de sal, o pH da
solucdo para o equilibrio de fases pudessem ser investigados. Os autores
concluiram que a habilidade do sal em formar SDFA depende principalmente das
cargas de seus anions; assim, quanto maior a carga do anion, maior a capacidade
de formar um SDFA.

Ferreira et al. (2013) estudaram o sistema PEG-sulfato de sédio para a
particdo de proteinas. Foram estudados 15 tipos diferentes de proteinas e PEG com
diferentes MM (600 e 8000 g.mol™). Foi observado que a MM da proteina e/ou o seu
tamanho ndo funciona como um fator primario para a definicdo da distribuicdo da
proteina no SDFA; assim, foi sugerido que a interacdo proteina-ion e proteina-
solvente nas fases do sistema é a principal responsavel pela particdo das proteinas.

Bolar et al. (2013) estudaram o sistema PEG-sal para cinco tipos diferentes
de sal (fosfato de potassio, fosfato de sddio, sulfato de sddio, citrato trisddico e
citrato de trifosfato) e quatro MM de PEG (2000, 4000, 6000 e 8000 g.mol™) para a
particdo de glutaminase produzida por Zygosaccharomyces rouxii. Foi observado
que o coeficiente de particdo decaiu com o aumento da MM do polimero e da
concentracdo dos componentes formadores de fase. Dos sistemas estudados, o
sistema PEG 2000-sulfato de sodio pode ser considerado como um passo inicial na
purificacdo industrial de glutaminase.

Segundo Kula et al. (1989), os sistemas formados por polimero e sal sao

formados apenas quando ha elevadas concentragcbes de sal (normalmente
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superiores a 1 molar) e esse fato pode causar a desnaturacdo de biomoléculas,
além de incorporar elevadas concentragfes desses sais aos efluentes industriais.

Objetivando superar as adversidades observadas por Kula et al. (1989), bem
como buscar por SDFA com melhores caracteristicas de rendimento, eficiéncia,
custo versus beneficio e biocompatibilidade, diversos estudos tém sido realizados no
que diz respeito & substituicdo de um dos componentes tradicionalmente utilizados
nos SDFA. Nesta secdo, sdo apresentados alguns trabalhos envolvendo SDFA
formados por surfactante-sal e solvente organico-sal. Na secdo 2.5, a titulo de
exemplo, séo abordados os SDFA envolvendo liquido idnico.

Salabat et al. (2011) estudaram a particdo de aminoacidos (L-fenilalanina, L-
triptofano e L-tirosina) em sistemas de duas fases aquosas constituidos de
surfactante (Triton X-100) e diferentes sais (MgSO, e NazCsHsO7) em temperatura
ambiente. Os resultados mostraram que para o sistema Triton X-100-NazCgHsO7 0s
aminoécidos mais hidrofébicos tiveram maior afinidade com a fase rica em
surfactante e, consequentemente, houve maiores coeficientes de particéao.

Alvarez et al. (2012) estudaram sistemas compostos por diferentes
surfactantes da série Triton-X (Triton-X-100 e Triton-X-102) e diferentes sais de
potassio (K3PO,4, KoHPO,4, KoCO3, KS,03 e KoSO3) em temperatura ambiente a fim
de avaliar a capacidade dos sais como formadores de fase. Os autores concluiram
que o K3PO, apresentou a melhor capacidade de salting-out e o uso do surfactante
Triton-X-100, que € mais hidrofébico, levou a maiores regides de imiscibilidade.

Korenman et al. (2010) estudaram a particdo da vitamina B, em sistemas de
solugcbes aquosas de diferentes sais (clorito de potassio, fluorito de sodio e sulfato
de amobnio) e solventes organicos (n-butanol, isopropanol, acetona e etil acetato).
Foi demonstrado que os melhores rendimentos de extragdo foram obtidos nos
sistemas com sulfato de amoénio, devido ao seu maior efeito de salting out. Em
relacdo aos solventes organicos, a acetona mostrou melhor eficiéncia.

Dong et al. (2012) extrairam e purificaram albumina de soro bovino (BSA) a
partir do mosto de Pichia pastoris através de uma combinacdo de técnicas
envolvendo um sistema aquoso de duas fases constituido de etanol e K;HPO,.
Observou-se que o SDFA foi eficiente na remocdo das impurezas (proteinas e

polissacarideos) presentes no mosto.
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Zhong et al. (2012) estudaram a separacéo e purificacdo de flavonoides total
de Astragalus membranaceus (TFA) através de um SDFA constituido de etanol e
sais de fosfato (K;HPO, e KHPO,). Observou-se que, no sistema para as melhores
condicbes (18,20% de KHPQO,), o coeficiente de particdo de TFA chegou a 96,6%. A
remocao de saponéceos (fase leve) e polissacarideos (fase pesada) alcangou 92,0%
e 100%, respectivamente, indicando ser uma técnica eficaz para separar e purificar

flavonoides totais de extratos de A. membranaceus.

2.2 DIAGRAMA DE FASES LIQUIDO-LIQUIDO PARA SDFA

Para caracterizar as fases de um SDFA, sao utilizados diagramas de fases. O
diagrama de fases para um sistema de duas fases aquosas deve levar em
consideracao: (a) a composicdo da fase leve, (b) a composicéo da fase pesada e (c)
a composicdo total do sistema. Através da determinacdo experimental destas
composicdes para um determinado nimero de misturas, diferindo na concentracao
dos constituintes, constréi-se um diagrama de fases que pode predizer a
composicdo das fases para qualquer mistura dentro da regido das duas fases
(ALBERTSSON e TIJERNELD, 1994).

Geralmente, um diagrama de fases para um sistema contendo trés
componentes é exibido na forma triangular, no entanto, os diagramas de fases para
sistemas de duas fases aquosas (SDFA) podem ser representados por diagramas
com dois eixos, a fim de simplificar o uso. Nesse caso, € corriqueiro representar a
fase leve no eixo y e a fase pesada no eixo X (ALBERTSSON e TJERNELD, 1994).

Na FIGURA 1 esta apresentado um diagrama de fases tipico para um sistema
polimero-sal-agua. A fase leve, representada no eixo y, diz respeito a fase rica em
polimero (menor densidade) enquanto que a fase pesada, representada no eixo X,
diz respeito a fase rica em sal (maior densidade). Ml, M2 e M3 representam a
composicdo global de trés misturas (sistemas) com diferentes razdes de volumes de

fases.
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linhas de amarragéo

Polimero (%m/m) fase leve

v

Sal (%m/m) fase pesada

FIGURA 1 — DIAGRAMA DE FASES GENERICO PARA UM SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS
CONSTITUIDO DE UM POLIMERO E UM SAL.
FONTE: IGARASHI (2003)

A curva que recebe o nome de binodal (ou curva de equilibrio), separa as
duas regides de composicdo da mistura e pode ser determinada pelo método de
titulacéo turbidimétrica ou ponto de névoa. Todas as composicdes representadas por
pontos na curva ou abaixo dela referem-se a sistemas de uma fase; ja as
composicdes representadas por pontos acima da binodal referem-se a sistemas
bifasicos. As linhas que conectam a composicdo das fases em equilibrio séo
chamadas de linhas de amarracéo e o ponto no qual a composicao das duas fases é
a mesma (ponto C, no diagrama) € chamado de ponto critico.

Duas propriedades importantes das linhas de amarracdo que estédo
intimamente relacionadas com a composi¢do individual das fases sdo: (a) o
comprimento da linha de amarracao (CLA) e a (b) inclinagéo da linha de amarragéo
(ILA). A primeira propriedade (CLA) diz respeito a diferenga entre a composi¢éo das
fases de forma que a medida que essa aumenta, maior sera o0 comprimento da linha
de amarracdo. Ja a inclinacdo da linha de amarragéo esta relacionada com a taxa de
variacdo massica (percentual) de uma fase em relacdo a outra. Além de determinar
o paralelismo entre as linhas de um determinado sistema (0 que €, muitas vezes,
desejavel), pode ser relacionada a transferéncia de moléculas de agua de uma fase
para outra, 0 que por sua vez pode ser induzido por mudancas nas propriedades do

sistema.
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As propriedades do sistema e, consequentemente, do diagrama de fases,

dependem de alguns fatores que estdo apresentados na TABELA 2.

TABELA 2 — FATORES QUE PODEM INFLUENCIAR O DIAGRAMA DE FASES

Fator

Caracteristica

MM dos polimeros

Em geral o aumento da MM diminui a quantidade
necessaria para separacao das fases e quanto maior a
diferenca de MM entre os dois polimeros mais
assimétrica é a binodal

Hidrofobicidade do polimero

Quanto maior é a diferenca de hidrofobicidade entre
dois polimeros, menor a concentracdo de polimeros
necesséria para separacéo das fases

Temperatura

O efeito depende do tipo de polimero usado

Tempo de separacéo das fases

Depende da diferenca na densidade entre as duas
fases: perto do ponto critico (diferenca da densidade
pequena) e longe do ponto critico (viscosidade e
concentracao altas) o tempo de separagdo € grande

Adicéo de sais

Os sistemas contendo polimeros ndo ibnicos
praticamente ndo sdo afetados pela adicdo de baixas
concentracdes de sais univalentes que possuem
coeficiente de particdo préximo a 1; quanto a adicao de
sais a sistemas constituidos por polimero e sal, qguanto
maior a carga do anion, mais baixa a concentracao de
sal necessaria para que ocorra a separacéo das fases

pH

Para sistemas formados por polimero e sal, um
aumento do pH desloca a binodal no sentido de
menores concentracdes tanto de polimero quanto de
sal

FONTE: ALBERTSSON, 1986; DIAMOND e HSU, 1992

2.3 PARTICAO DE BIOMOLECULAS EM SDFA

O comportamento da distribuicdo (particdo) das moléculas do soluto entre as

fases do sistema pode ser descrito por algumas equagfes mateméticas, das quais a

mais comum envolve o coeficiente de particdo, k, definido como a relacdo

concentracdo dos materiais particionados nas fases leve e pesada, descrito pela

Equacéo 1

k

(1)

Cy
Cp

onde C, e C, sdo as concentraces de equilibrio, medidas experimentalmente, dos

compostos particionados nas fases leve e pesada, respectivamente.
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Outra forma de se representar o coeficiente de particdo, que € a forma
adotada neste trabalho, diz respeito a sistemas aquosos orgéanicos (BERTHOD e
CARDA-BROCH, 2004):

k= Lo )

i

onde C, e C; sado as concentracdes de equilibrio, medidas experimentalmente, dos
compostos particionados nas fases organica e inorganica, respectivamente.

A particdo das moléculas entre as fases de um sistema tradicional, composto
por polimero e sal inorganico, depende de alguns fatores que estdo descritos na
TABELA 3.

TABELA 3 — FATORES QUE INFLUENCIAM NA PARTICAO DAS MOLECULAS ENTRE AS FASES
DE UM SDFA

Fator Caracteristica

Massa molar dos polimeros A particdo é favorecida pela fase que contém o polimero com
menor MM, desde que todos os outros fatores (concentragéo
do polimero, composicdo dos sais, temperatura) sejam
mantidos constantes

Concentracao de polimero Préximo ao ponto critico, moléculas como proteinas se
particionam quase igualmente entre as fases; porém, se a
concentracdo do polimero é aumentada, a particdo da proteina
terd preferéncia por uma das fases

Massa molar da substancia Quanto maior o tamanho da molécula, maior é a superficie

particionada exposta que pode interagir com 0s componentes das fases;
assim, para substancias de baixa massa molar, tal como sais
inorgénicos, aglcares, aminoacidos e nucleotideos, a particao
€ quase igual entre as duas fases

Afinidade bioespecifica Ligantes bioespecificos acoplados a um dos polimeros podem
influenciar fortemente a particdo de moléculas ou particulas
que tenham afinidade pelo ligante. Esta influéncia varia com o
namero de sitios presentes nas moléculas e particulas que
possam ser ligados e do numero de ligantes acoplados ao
polimero

Adicao de sais Apesar de os sais se distribuirem de forma praticamente igual
entre as fases, existem pequenas (porém significantes)
diferencas nos coeficientes de particdo de diferentes sais; tal
fato significa que diferentes ions possuem diferentes
afinidades pelas fases, assim uma diferenca de potencial
elétrico entre as fases é criada, e isto direciona a particdo de
materiais biolégicos carregados

Temperatura Tem um efeito complexo na particdo. A reducdo da
temperatura geralmente favorece a separacdo de fases de
sistemas poliméricos enquanto que o contrario se aplica para
sistemas polimero-sal

FONTE: JOHANSSON (1994)
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Em sistemas aquosos PEG-sal inorganico € comum e esperado que a fase
topo (fase leve) seja composta majoritariamente por PEG + H,O enquanto a fase
fundo (fase pesada) seja composta, em maior parte por sal inorganico + H,O. Neste
sentido, a particdo de uma determinada molécula nestes sistemas é influenciada por
essa formacéo das fases.

Segundo Babu et al. (2008), dois sdo os fatores mais importantes que
governam a particdo de biomoléculas em sistemas aquosos PEG-sal, a saber: (a) o
efeito de exclusdo do polimero na fase topo (rica em polimero), o que ocorre devido
ao aumento na concentragdo, ou massa molar, de polimero que leva ao aumento do
espaco ocupado pelo polimero na fase superior e a reducdo de espaco livre para a
biomolécula nessa fase e, como consequéncia, a biomolécula tende a se particionar
na fase inferior e (b) o efeito salting-out na fase fundo (rica em sal) que leva a uma
diminuicdo na solubilidade das biomoléculas nessa fase, resultando no aumento da
particdo da biomolécula na fase topo.

O coeficiente de particdo pode ser relacionado com a eficiéncia da extracdo em
sistemas de duas fases aquosas. Em uma extracao liquido-liquido simples, o Unico
fator que afeta a eficiéncia do processo € a taxa de distribuicdo da molécula entre as
fases (D), ou seja, a particdo do soluto entre as fases. Uma relacdo algébrica entre a
fracdo de soluto remanescente na fase desejada (eficiéncia da extracdo), a taxa de
distribuicdo (D) e o coeficiente de particdo pode ser estabelecida (K), mas é
conveniente lembrar que para definir a taxa de distribuicdo deve-se considerar a

concentracdo molar da molécula em cada fase além do volume individual das fases.

2.4  LIQUIDO IONICO (LI)

Liquidos i6nicos (LI) sdo sais organicos, compostos apenas por ions
(geralmente cations organicos e anions inorganicos) com baixa coordenacéo, razéo
pela qual permanecem no estado liquido quando expostos a temperaturas inferiores
a 100 °C, inclusive a temperatura ambiente. O arranjo espacial entre os cations e
anions promove um direcionamento complexo da estrutura do composto

(diferentemente dos sais classicos, que se organizam em fungfes das suas cargas)
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de forma que sua solubilidade pode ser adaptada as necessidades do sistema
(CHIARO, 2011; MAl et al., 2014).

Tais sais ganharam a atencdo, tanto da comunidade industrial, quanto da
académica, como uma alternativa promissora para solventes organicos volateis, em
operacdes de extracdo liquido-liquido, por exemplo, sendo considerados solventes
ecolégicos, devido ao fato de apresentarem caracteristicas particulares como: (a)
baixo ponto de fusédo, (b) baixa pressdo de vapor, (c) alta polaridade, (d) alta
estabilidade quimica e térmica, (e) baixa toxicidade e (f) baixa nocividade ao meio
ambiente (PATEL et al., 2014; MAI et al., 2014).

Varios sinbnimos tém sido utilizados na literatura cientifica para denominar
esses sais organicos com baixo ponto de fusdo ou baixa temperatura de transicao
vitrea, a saber: RTIL (do inglés, room-temperature ionic liquid), NAIL (do inglés, non-
agueous ionic liquid), sal organico fundido, sal de baixo ponto de fusdo, solvente
neotérico, entre outros (FREEMANTLE, 2010).

A origem desses sais pode ser datada da segunda metade do século XIX e
estd, mais especificamente, relacionada com as reacdes de alquilacdo e acetilacao
de Friedel-Crafts (FRIEDEL e CRAFTS, 1877); vale ressaltar que apenas em 1888 o
primeiro liquido idnico com ponto de fusdo inferior a 100 °C foi reportado e, ainda,
que o primeiro liquido i6bnico com temperatura de fusdo ambiente foi reportado
somente em 1914 (nitrato de etilamdnio com temperatura de fusao igual as 12,5 °C).

Historicamente, os liquidos ibnicos sao classificados em trés geracfes: (a)
Liguidos I6nicos halogeno-aluminatos, que foram extensivamente estudados como
solventes e catalisadores, no entanto foi verificado que reagem com agua; assim,
devem ser manipulados em ambientes livres de umidade; (b) Liquidos 16nicos nao
halogeno-aluminatos, estudados como solventes na quimica organica; e (c) Liquidos
I6nicos designados para uma tarefa especifica (task-specific ionic liquids) e Liquidos
I6nicos quirais (FREEMANTLE, 2010).

Em relacdo ao seu comportamento quimico associado as ligacdes de
hidrogénio, os liquidos ibnicos podem ser ainda divididos em dois grupos, a saber:
(&) liquidos i6nicos aproéticos — que ndo podem doar ligacbes de hidrogénio —
considerados liquidos i6nicos convencionais ou classicos, pois sua estrutura €
baseada principalmente em cétions organicos volumosos, como imidazélio ou

piridina e varios anions, como Cl", Br, BF,, PFs ; e (b) liquidos ibnicos préticos,



34

que possuem fons H dissociaveis e geralmente sdo preparados por uma reagao de
neutralizacdo de uma base organica e um acido (MAI et al., 2014).

Mais de 1500 liquidos i6nicos ja foram reportados na literatura cientifica. Na
teoria, pelo menos um milh&o de liquidos iGnicos simples sdo concebiveis e um
namero praticamente ilimitado de sistemas de liquidos ibnicos séo possiveis atraves
da mistura de dois ou mais liquidos i6nicos simples (FREEMANTLE, 2010).

De acordo com Salgado et al. (2014), os liquido ibnicos mais comumente
utilizados sdo formados por cations de imidazdlio, piridina, amoénia e fésforo,
combinados tanto com anions organicos quanto inorganicos como tetrafluoroborato,
halogeneto, etanoato e nitrato. Desses, os liquidos idnicos baseados em imidazolio
merecem destaque, pois podem apresentar grande variacdo nas suas propriedades
fisico-quimicas em funcdo do anion e dos substituintes presentes no anel imidazélio
e estabilidade em &gua e ar. A partir do conhecimento e controle das propriedades
do liquido i6nico (como viscosidade e densidade), podem-se controlar propriedades
da solucdo (como a solubilidade do soluto no solvente) de forma que a reacao pode
ser favorecida (SONESSO, 2011).

Nas TABELAS 4 e 5 estdo apresentados, respectivamente: alguns liquidos
ibnicos baseados em imidazdélio e suas abreviacdes e as principais caracteristicas
dos liquidos ibnicos de acordo com a classificacdo quimica dos ions que o0s

compdem.

TABELA 4 - LIQUIDOS IONICOS BASEADOS EM IMIDAZOLIO E SUAS ABREVIACOES

Composto Exemplo de Abreviacdo
Trifluormetanofulfonato de 1-butil-3-metilimidazélio [bmim][TfO]
Cloreto de 1-octil-3metilimidazolio [omin][CI]
Triiodeto de 1-etil-3-metilimidazélio [emin][ls]
Triiodeto de 1-butil-3-metilimidazélio [bmin][ls]
Tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metilimidazdlio [Csmin][BF,]
Hexafluorfosfato de 1-hexil-3-metilimidazélio [Csmin][PFe]
Hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazdlio [bmin][PFg]
Hexafluorfosfato de 1-octil-3-metilimidazélio [omin][PFg]
Tetrafluoroborato de 1-etil-3-metilimidazélio [emin][BF,]

Tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazdélio [bmin][BF,]
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TABELA 5 — PRINCIPAIS QARACTERTSTICAS DOS LiQUIDOS ION~ICOS DE ACORDO COM A
CLASSIFICACAO QUIMICA DOS IONS QUE OS COMPOEM

Classificagdo quimica Caracteristicas
Imidazdlios mono-, Sistemas padrao de cations, sendo que 0s
di- e trissubstituidos monossubstituidos apresentam elevadas taxas de
transferéncia de prétons e os trissubstituidos apresentam
maior estabilidade as bases
Piridinios substituidos Geralmente mais estaveis e com viscosidades similares
0 as dos imidazéis
S Pirrolidinas Substituidas Sistema de cation heterociclico completamente saturado
= com elevada estabilidade as bases, alta estabilidade
o eletroquimica e baixa viscosidade
Amonios tetra-alquilas Geralmente apresentam elevados ponto de fusdo e
viscosidade, com maior estabilidade eletroquimica,
guando comparado as pirrolidinas substituidas.
Fosfénios Alta estabilidade térmica e caréncia de prétons acidos,
estavel sob condices basicas e menos denso que a agua
Cloretos, Matérias-primas para a maioria dos liquidos ibnicos,
Brometos e lodetos utilizados para a obtencao de Lls
» Tetrafluoroboratos Sistemas de anion padrdo mais investigados
S | e Hexafluorofosfatos
'c Bis(trifluorometilsulfonil)imidas | Obtencdo de LiIs hidrofébicos e eletroguimicamente
< estaveis com baixa viscosidade
Trifluorometanossulfonados Anions perfluorinados padrdo com propriedades de baixa
e Trifluoroacetatos viscosidade

FONTE: SONESSO (2011)

A sintese dos liquidos ibnicos pode ser conseguida através de diversos
métodos: (a) alquilacdo; (b) troca de anions; (c) sintese assistida por micro-ondas e
ultrassom; (d) sintese livre de halogéneos; (e) sintese por protonacéo; (f) sintese de
LIs halo-aluminatos;
(FREEMANTLE, 2010).

Um meétodo comumente aplicado para a sintese de liquidos ibnicos baseados

(g) sintese de LI task-specific e (h) sintese quiral

em imidazdlio, piridina, aménia e fésforo é a alquilacdo (ou reacéo de Fridel-Crafts).
Por exemplo, na FIGURA 2 esta apresentada uma reacdo de alquilacdo do
metilimidazol com n-clorobutano dando o correspondente cloreto de N-butil-N-
metilimidazolio BMI.CI, porém o metilimidazol pode ser alquilado por outros agentes

alquilantes e gerar também outros liquidos ibnicos (CAMILO, 2006).

=\ "BuCl ;—\Nc@
Me—N- N Me—N=Nngy
metilimidazol (BMICI

FIGURA 2 - ALQUILACAO DO METILIMIDAZOL COM N-CLOROBUTANO DANDO O
CORRESPONDENTE CLORETO DE N-BUTIL-N-METILIMIDAZOLIO

FONTE: CAMILO (2006)
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Uma vez sintetizados, os liquidos ibnicos devem passar por analises de
identificacdo e caracterizagao para avaliacdo e confirmacdo da sua estrutura. Dentre
os métodos de avaliagéo estdo as andlises de RMN de *°C e de 'H, Térmica (TG) e
FTIR em pastilhas de KBr (CHIARO, 2011).

Em relacdo as propriedades quimicas, fisicas e biolégicas dos liquidos
idnicos, pode-se afirmar que algumas — como a pressao de vapor — podem ser
generalizadas para todas as classes de liquidos ibnicos existentes, enquanto que tal
generalizacdo ndo € possivel para demais propriedades. Isso se deve ao fato de os
diferentes liquidos ibnicos apresentarem grandes variagbes em suas propriedades
(que vao desde o pH, miscibilidade em agua e/ou outros solventes liquidos até
toxicidade) o que, por sua vez, viabiliza uma ampla possibilidade de modificacao,
independente dos cation e anions, resultando em caracteristicas que podem ser
exploradas para diversas aplicacdes (SHARMA, 2008; FREEMANTLE, 2010). Na
TABELA 6 estdo resumidamente apontadas as principais propriedades dos liquidos
ibnicos e suas caracteristicas predominantes.

O uso de liquidos ibnicos abrange muitas areas da quimica e bioquimica,
incluindo a aplicagdo como: (a) solventes para purificacao de flavonoides (LOU e DI,
2012), enzimas e proteinas (VENTURA et al., 2012; VENTURA et al., 2011; DING et
al., 2014; TAN et al., 2012a), antraquinonas (TAN et al., 2012b); (b) catalisadores
(XIAO et al. 2014; AZIZI et al. 2014; REN et al. 2014; YADAV e SHANKARLING
2014); (c) estudos eletroquimicos (NAJAFABADI e GYENGE 2014; SANAN et al.
2014; SONG et al. 2014; KIM e KIM, 2014); e (d) extracdo liquido-liquido de
ampicilina e amoxicilina (SOTO et al. 2005), tolueno (LARRIBA et al., 2014).

Mais especificamente na é&rea de alimentos, percebe-se a relacdo da
utilizacdo de liquidos ibnicos para a obtencdo e purificacdo de compostos de alto
valor agregado — como enzimas, proteinas, compostos fendlicos — seja com o
objetivo de melhorar as caracteristicas de um produto ou processo ou recuperar tais
compostos que, eventualmente, podem estar presentes nos residuos de um
processo industrial. Somam-se a este fato as qualidades ja mencionadas atribuidas
aos liquidos ibnicos (principalmente baixa toxicidade); isto posto, reconhece-se que
tais compostos podem substituir adequadamente os solventes orgéanicos volateis
comumente empregados nos processos de extracdo que apresentam altas
toxicidade e inflamabilidade.
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IONICOS E SUAS

CARACTERISTICAS PREDOMINANTES

Propriedade

Caracteristica

Gama liquida (Faixa de temperatura entre o
ponto de fusdo ou temperatura de transicdo
vitrea e a temperatura de ebulicdo ou
temperatura de decomposicéo térmica)

Superior a 300 °C

Ponto de fusao

Tende a decair com o aumento do tamanho do
cation ou anion; com a diminuicdo da simetria do
cation e com a adigdo de outro sal para formar uma
mistura eutética

Pressédo de vapor

Em geral desprezivel nas temperatura e pressao
ambientes devido as fortes interacdes eletrostaticas
entre os ions presentes no liquido

Capacidade térmica

Apresenta valores comparaveis aos liquidos
usados nas operacdes de transferéncia de calor

(entre 1,6 e 2,1 giK) e aumenta linearmente com a
temperatura

Viscosidade

Em geral é maior do que a viscosidade de
solventes moleculares, sofre influéncia da
temperatura e aumenta de acordo com o aumento
do tamanho do cation e do comprimento da cadeia
alcalina. Na temperatura ambiente, encontra-se na
faixa de 10 até superior a 500 cP

Densidade

Geralmente é superior a da éagua, sendo a
densidade dos liquidos de menor cadeia alcalina
ou menor tamanho de cation superior a dos
liguidos de maior cadeia e tamanho, ndo sofre
influéncia da temperatura

Solubilidade e miscibilidade

Varia amplamente, dependendo da natureza dos
cations e anions, podendo dissolver tanto
compostos ibnicos quanto covalentes

Estabilidade em agua

Varia amplamente

Condutividade

Para os testes realizados através do método de Fio
Quente, utilizando agua e tolueno como referéncia,
a condutividade térmica dos LI foram mais
proximas da do tolueno

Janela de potencial eletroquimico (faixa de
voltagem na qual um material em um eletrodo
ndo é nem reduzido nem oxidado e, portanto,
¢ eletroguimicamente inerte)

Depende principalmente da resisténcia do cation a
reducédo e do anion a oxidagao

Tensé&o superficial

Em geral é moderada e comparavel com a de
liguidos orgéanicos

indice de refracéo

Depende da natureza tanto do céation quanto do
anion

Impacto de impurezas (tracos de &agua,
acidos, ions aletos, solventes residuais e
compostos organicos volateis)

Aumento do ponto de ebulico e viscosidade

FONTE: FREEMANTLE (2010)
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2.5 SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS COMPOSTOS POR LIQUIDO
IONICO (LI-SDFA)

Comparada aos métodos convencionais de extracdo liquido-liquido, a
extracdo em SFDA € muito mais simples; no entanto, alguns polimeros formadores
de fase e surfactantes apresentam alta viscosidade, o que acarreta dificuldades nos
processos subsequentes ou formam solu¢cdes opacas que, as vezes, podem
interferir na analise dos analitos (LI et al., 2010).

Rogers et al. (2003) introduziram um novo tipo de SDFA, consistindo em um
liquido i6nico, [Csmim]CI, e um sal, K3PO4, que apresentou, tanto do liquido idnico
guanto do SFDA, as vantagens de: (a) viscosidade desprezivel, (b) pequena
formacao de emulséo; (c) auséncia de solvente organico volatil; (d) rapida separacdo
de fases; (e) alta eficiéncia de extragéo e (f) biocompatibilidade.

A maioria dos liquidos ibnicos polares induz ao salting-in de eletrdlitos (sais
caotropicos), assim podem formar uma segunda fase aquosa na presenca de
solugcbes aquosas de sais inorganicos que induzem ao salting-out (sais
cosmotropicos) resultando na formacéo de um LI-SDFA (VENTURA et al., 2011).

Nesses sistemas aquosos compostos de LI, sal inorganico e agua, a forca
motriz para a separacao de fases € a competicdo, entre o LI e o sal, pelas moléculas
de agua. Quanto maior a afinidade do sal inorganico com a agua, maior sera a
migracdo da &agua para longe dos ions LI, acarretando no decréscimo da sua
hidratacéo e reduzindo a solubilidade do LI em 4gua (VENTURA et al., 2011).

Levando-se em consideragao as informac¢des supracitadas, os sistemas de
duas fases aquosas baseados em liquido ib6nicos tém sido estudados,
principalmente, para casos em que a segunda fase é constituida por uma solugéo de
sal; no entanto, ha estudos nos quais a segunda fase € constituida por surfactante,
polimero, etc. Alguns estudos recentes, envolvendo o uso de LI-SDFA para a

extracao liquido-liquido de material bioldgico, estdo apresentados na TABELA 7.
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TABELA 7 - ESTUDOS RECENTES ENVOLVENDO SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS E
LIQUIDOS IONICOS PARA EXTRAGAO LIQUIDO-LIQUIDO

Autores Sistemas estudados Objetivos do estudo

Lin et al. (2013) LI (oito tipos)/K,HPO, Particho de serum albumina bovina
hemoglobina e lisozima

Jiang et al. (2015) [Bmim]BF,/Sal (3 tipos) Purificacdo de esterase do trigo

Yan et al. (2014) [Csmim]Cl)/Sal inorganico Purificacdo de proteinas e polissacarideos

(K3PO, e K,HPO,) de Cordyceps sinensis

Yu et al. (2011) [Bmim]BF4/(NH4),SO, Extracdo de sulfadimina em amostras de

agua

Desai et al. (2014) Li(loLilyte 221PG)/ (NH4),SO, Extracdo de Rubisco (Ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase oxigenase)

Freire et al.(2010) LI (vérios tipos)/KsPO, Extracdo de alcaloides

Freire et al.(2011) [C4smim][CF3S03; J/carboidratos  Extracdo de cafeina e B-caroteno

Louros et al. (2010) LI (varios tipos)/K;PO, Extracdo de B-caroteno, rodamina 6G, L-
triptofano e cafeina

Pereira et al. (2013) LI (varios tipos) Extragéo de alcaloides

Ipolietilenoglicol 2000g.mol™

Souza et al. (2014) LI (4 tipos)/ Sal inorganico Extracdo de corantes (rodamina 6G e acido
(K3PO,4 e K;HPO,) cloranilico)

FONTE: A AUTORA

2.6 FORMADORES DE FASES UTILIZADOS NESTE TRABALHO

2.6.1 Polietilenoglicol

O polimero conhecido como polietilenoglicol (PEG) é um poliéter, de cadeia
linear ou ramificada, disponivel em uma variedade de massas molares e soluvel em
agua e na maioria dos solventes organicos (HARRIS, 1992). Na FIGURA 3 esta

apresentado um esquema de uma cadeia de polietilenoglicol.

HO — (CH,CH,0),, — H

FIGURA 3 — POLIETILENOGLICOL, onde n é o nimero médio de subunidades de oxietileno
FONTE: GAO (1993)

Apesar da sua aparéncia simples essa molécula € o foco de interesse na
comunidade biomédica e biotécnica devido a fatores como: (a) pode excluir outros

polimeros quando em solugdo aquosa, o que resulta em (b) formacéo de sistema de



40

duas fases aquosas com outros polimeros; (c) imunogenicidade; (d) antigenicidade e
(e) néo toxicidade (HARRIS, 1992).

Na TABELA 8 estdo apresentadas algumas propriedades dos PEGs mais
comuns. O numero médio de residuos de oxietileno na cadeia de poliéter (n)
determina o estado fisico que cada PEG assume em temperatura ambiente. PEGs
com baixa massa molar (200 a 600) apresentam a forma de liquidos claros e
viscosos, enquanto PEGs de maior massa molar estdo disponiveis como pos

brancos.

TABELA 8 — PROPRIEDADES DE ALGUNS PEGs

PEG 200 400 600 1500 4000 6000

Valor médio de n 4 8,2-9,1 12,5-13,9 29-36 68-84 158-204
Extensdo da massa

190-210 380-420 570-630 1300-1600 3000-3700  7000-9000
molar
Viscosidade

43 7,3 0,5 25-32 76-110 470-900
(98,9 °C, cS)

FONTE: GAO (1993)

Cada PEG na verdade € uma mistura de varios PEG, ou seja, o produto é
uma média da massa molar dos varios polimeros que constituem a cadeia. Assim,
PEG 400, por exemplo, apresenta uma massa molar média de 400 (g.mol™), mas a
molécula é constituida por varios PEG com massa molar maior e menor que 400
(GAO, 1993).

Os PEG também podem ser denominados como poliéxido de etileno (PEO) e
polioxirano. Em geral, PEG é utilizado para se referir as moléculas com massa molar
abaixo de 20000 (g.mol™) enquanto PEO é utilizado para se referir aos polimeros de
maior massa molar (HARRIS, 1992).

Dentre as varias aplicacdes do PEG, a sua utilizacdo em sistemas aquosos
bifasicos para purificagdo de biomoléculas (células e fragmentos de células, virus,
proteinas, etc.) tem sido estudada desde a sua introducéo (por Albertson, em 1986)
e continua em evidéncia devido ao fato de os sistemas poderem ser facilmente
reproduzidos em grande escala, ao baixo custo deste polimero e a facilidade de

recuperacgao e reciclagem do mesmo apos seu uso.
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2.6.2 Sais inorganicos

Sais inorganicos sao solidos iénicos cristalinos mantidos pela for¢a da atracao
eletrostatica entre ions negativos (anions) e positivos (cations). Quando puros, esse
cristais sdo um amontoado de ions empacotados em estruturas que variam com a
guantidade de moléculas que os formam e tais estruturas sdo, em grande parte,
responsaveis por caracteristicas fisicas como solubilidade e ponto de fuséo
(SHRIVER et al., 2008; SHARPE, 1996; LEE, 1998).

Quando em solucdo aquosa os ions que formam a molécula de sal sofrem
dissociacao ibnica (dissociacdo eletrolitica) e sdo separados. Na solucdo os ions
apresentam propriedades que os classificam como cosmotropicos (aumentam a
tensdo superficial, diminuem a solubilidade de biomoléculas, induzem ao efeito
salting-out) e caotrépicos (diminuem a tensdo superficial, aumentam a solubilidade
de biomoléculas e induzem ao efeito salting-in) de acordo com a série de Hofmeister

(eminglés, HS), apresentada na FIGURA 4.

SERIE DE HOFMEISTER

Efeito Estabilizante Desestabilizante Efeito
Cosmotropico (Salting-out) (Salting-in) Caotropico
pd N
T~ ] ] rd
Anions F PO,* S04 CHsCOO cr Br I- NO3 CNS
Cations (CHa)aN* (CH3) NH** NH™ K° Na* cCcs* L Mg?* ca” Ba®

FIGURA 4 — SERIE DE HOFMEISTER
FONTE: CACACE et al. (1997)

Foi constatado que anions sdo mais fortemente polarizaveis e hidrataveis que
cations, assim o efeito do anion em relacdo as propriedades cosmotropicas e
caotropicas, € mais dominante do que o efeito do cation (YANG, 2009; PATEL et al.,
2014).

Neste trabalho foram utilizados sais de s6dio com diferentes anions (Na,;SO,4
e NaNO3): um em cada classificacdo de Hofmeister. Assim, foi possivel investigar o
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efeito do sal inorganico (especialmente o anion) como formador de fase e como

agente e particdo de cafeina nos sistemas de duas fases aquosas estudados.

2.6.3 Tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio (BMI.BF,)

O BMI.BF4 € um dos liquidos i6nicos mais populares e mais utilizados devido
as suas caracteristicas fisico quimicas, como: estabilidade em temperatura
ambiente, estabilidade ao ar e a agua (SUAREZ et al., 1998). Embora esteja
disponivel comercialmente, pode ser sintetizado através da alquilacdo do
metilimidazélio com n-clorobutano. Apresenta densidade igual a 1,2169 g.cm™3 e
viscosidade igual a 360 Pa.s, em 25 °C e ambas diminuem com o aumento da
temperatura (SALGADO et al., 2014).

Este liquido idnico apresenta miscibilidade limitada em varios solventes
organicos polares e nao polares, como exemplo 16% (m/m) em tolueno (25 °C e 77
mmHg) e em todas as composi¢cées em agua, em temperatura superior a 6 °C. Essa
miscibilidade em agua é particularmente importante para as rea¢des que envolvem
agua ou compostos também misciveis em agua (DUPONT et al., 2002).

Por ser um composto iénico, o BMI.BF, apresenta propriedades associadas
aos efeitos salting-out e salting-in. Foi reportado que solu¢des aquosas desse liquido
ibnico reduzem a solubilidade (salting-out) de sais inorganicos, como Na,SO; e
NazPO,. O liquido ibnico ganha a competicdo com o sal inorganico por moléculas de
agua, o que pode promover a precipitacdo do sal (TRINDADE et al. 2007), mas
principalmente, nas propor¢cbes adequadas pode promover a obtencdo de um
sistema de duas fases aquosas, cuja fase rica em liquido iGnico seja extremamente

pobre em sal inorganico, devido ao efeito salting-out.

2.7 CAFEINA

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € um alcaloide que ocorre naturalmente em

mais de 60 espécies de plantas, incluindo sementes de café, cacau e folhas de coca.
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Além de estar presente como constituinte de uma variedade de bebidas, € um
importante ingrediente farmacéutico, muito usado como diurético e estimulante dos
sistemas neuroldgico e respiratério (MOHAPATRA et al. 2006).

Devido ao seu extenso uso em alimentos, bebidas e farmacéuticos, a cafeina
tem sido detectada nas aguas superficiais e em efluentes, prejudicando a qualidade
do ambiente aquético. Neste sentido, a descafeiniacdo tem sido proposta (tanto nos
alimentos e bebidas, quanto nos efluentes) devido o fato de a ingestdo cronica de
cafeina estar associada a efeitos adversos (remodelamento de tecido 0sseo,
reducdo da densidade éssea, arritmia, privacdo do sono e aborto) (RAMOS et al
2012; HIGDON E FREI, 2006; BERMEJO et al., 2015). Além disso, a extracdo da
cafeina pode ser realizada com o objetivo de obté-la pura para aplicacdo nos

farmacos. Na FIGURA 5 esta apresentada a estrutura quimica da cafeina.

- ? N/CH3
0
|

FIGURA 5 — ESTRUTURA QUIMICA DA CAFEINA
FONTE: HIGDON E FREI (2006)

A extracdo da cafeina € um processo industrial importante e pode ser
realizado pelo uso de diferentes solventes (extracao liquido-liquido e sélido-liquido),
a saber: benzeno, cloroférmio, tricloroetileno e diclorometano (Bl et al., 2010;
GADKARI et al., 2014). Outros méetodos para extracdo da cafeina incluem extracao
com CO; supercritico (TAN et al., 2013; TELLO et al., 2011), extracdo com agua
guente (LIANG et al.,, 2007). Entretanto esses processos podem ser pouco
econdbmicos, apresentar baixo rendimento e aplicam solventes organicos téxicos
(MIYAGISHIMA et al., 2011).

Assim, 0 uso de sistemas de duas fases aquosas para extracao de cafeina é
uma alternativa a ser considerada como um método alternativo, ja que esse método

se mostrou eficiente e versatil para purificacdo e separacdo de varios compostos e
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apresenta as vantagens de baixo consumo de energia, nao toxicidade e
ambientalmente amigavel (NASCIMENTO et al., 2010; YAVARI et al., 2013).

2.8 CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

O objetivo da revisdo bibliografica apresentada neste capitulo foi descrever o
estado da arte dos assuntos abrangidos por este trabalho, ou seja, extracéo liquido-
liquido, sistemas de duas fases aquosas (SDFA) tradicionais e com a aplicacdo de
liquidos i6nicos, bem como liquidos id6nicos e diagramas de fases. Além destes
assuntos, foram abordados os componentes utilizados como formadores de fase
neste trabalho: polietileno glicol (PEG), sais inorganicos e o liquido i6nico
tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazdlio (BMI.BF,).

No que diz respeito ao processo de extracdo liquido-liquido de biomoléculas
utilizando SDFA formados por PEG-sal pdode-se perceber que ha muitos estudos
disponiveis na literatura consultada. Dentre as moléculas, as proteinas e enzimas
provenientes das mais diversas fontes — desde frutas (BABU et al. 2008) até efluente
de curtume (SARAVANAN et al. 2007), sdo as que apareceram com maior
frequéncia nos estudos.

Em relacdo a extracdo em SDFA empregando liquidos idnicos verificou-se a
aplicacao dessa técnica para varias moléculas, como corantes (SOUZA et al., 2014),
proteinas e enzimas (JIANG et al., 2015; VENTURA et al., 2011; YAN et al., 2014),
alcaloides (LOUROS et al., 2010; PEREIRA et al., 2013) entre outros. Também se
pdde notar que, preferencialmente, o liquido i6bnico é uma alternativa para
substituicdo do polimero.

Os sistemas aquosos PEG-sal utilizados especificamente neste trabalho,
foram muito estudados para a particdo de enzimas (SRINIVAS et al., 2002; CHIANG
e WANG, 1988; SHAHRIARI et al., 2010; NANDINI e RASTOGI, 2011; SING e
BANIK, 2012), no entanto, a apresentacdo termodinamica de dados de equilibrio
aparece raramente e, consequentemente, a relacao entre o coeficiente de particéo e
os dados de equilibrio é bastante carente de estudos.

Dados de equilibrio para os sistemas aquosos PEG-sal (sem cafeina)
utilizados no presente trabalho estdo disponiveis na literatura (MARTINS et al.,
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2010; CARVALHO et al., 2007; TABOADA et al.,, 2001; HAMMER et al., 1994),
poréem em diferentes condi¢cdes experimentais de temperatura. No caso dos
sistemas envolvendo BMI.BF4-sal inorgéanico, tanto o estudo para a particdo de
biomoléculas quanto para a determinacdo de dados de ELL, pode-se afirmar a partir
da literatura consultada, que as investigacfes ainda estdo em estagio inicial devido
principalmente a complexidade atribuida a esses sistemas.

O estudo de dados de equilibrio de SDFA - tanto visando a adicdo de dados
de equilibrio a literatura quanto a aprofundar o conhecimento de tais sistemas para a
aplicacdo em operacdes de extracdo - é de grande interesse da comunidade
cientifica. O mesmo pode ser dito em relacdo ao estudo de particdo de biomoléculas
em SDFA. Isso pode ser confirmado pela vasta publicacédo de trabalhos nessa area.

A revisao bibliogréfica apresentada também possibilitou constatar que, apesar
do grande numero de estudos envolvendo SDFA tanto para sistemas formados por
polimero-sal, quanto formados por Ll-sal, ainda h4 uma lacuna a ser preenchida em
relacdo aos dados de equilibrio dessaes sistemas e ndo ha, que seja do nosso
conhecimento, dados referentes a particdo de determinada molécula como a

cafeina, nas condicdes que foram estudadas no presente trabalho.
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3. METODOLOGIA

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e métodos empregados no
desenvolvimento da pesquisa, de carater experimental, realizada no Laboratério de
Termodindmica e Operagdes de Separagao (LATOS) da Universidade Federal do
Parana (UFPR) e Laboratorio de Reatividade e Catalise do Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.1 MATERIAIS

Na TABELA 9 estédo apresentados os principais reagentes quimicos utilizados
neste trabalho, bem como suas procedéncias e purezas. A cafeina foi submetida a
analise cromatogréfica (Agilent 1200) a fim de confirmar sua pureza. Todos 0s sais
inorganicos foram secos em estufa a 105 °C por 1 hora e resfriados em dessecador

antes de seu uso.

TABELA 9 — REAGENTES QUIMICOS UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Reagente Fonte Pureza (%)* Me’quo cie Metpplo
purificacao analitico
Polietilenoglicol . .
(PEG) 400 g.mol-l Neon/Sigma Aldrich 0,999 nenhum nenhum
Polietilenoglicol . Sigma Aldrich 0,999 nenhum nenhum
(PEG) 1500 g.mol
Polietilenoglicol . Neon/Sigma Aldrich 0,999 nenhum nenhum
(PEG) 4000 g.mol
Polietilenoglicol Neon/Sigma Aldrich 0,999 nenhum nenhum
1
(PEG) 6000 g.mol
Sulfato de Sédio Neon/Sigma Aldrich 0,99 nenhum nenhum
g
(Na.2804)
Nitrato de Sddio Sigma Aldrich 0,99 nenhum nenhum
(NaNO::,)
. . LabMaster BIOTEC 0,99 nenhum nenhum
Cafeina Anidra
Osmodlise
Agua LATOS - reversa nenhum

(Vexer, Smart
VOS 106)
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TABELA 9 — REAGENTES QUIMICOS UTILIZADOS NESTE TRABALHO (CONTINUAGAO)

Reagente Fonte Pureza (%)* Me‘quo dNe Metgdo
purificacao analitico
1-Clorobutano Sigma Aldrich Grau HPLC nenhum nenhum
1-Metilimidazol Sigma Aldrich 0,99 nenhum nenhum
Tetrafluoroborato de Sigma Aldrich 0,98 nenhum nenhum
Sodio
. . Grau
Acetonitrila Tedia HPLC/Spectro nenhum nenhum
. . Grau
Acetato de etila Tedia HPLC/Spectro nenhum nenhum
Pentéxido de fosforo Vetec 0,98
Sulfato de calcio Reagen P. A nenhum nenhum
dihidratado
Celite 545 Nuclear P. A
Instituto de Quimica I
Acetona (UFRGS) - destilacdo nenhum
CI?::[,[?”?nei d{a-fc'l:l'i“clm-s- Sintetizado - nenhum nenhum
(UFRGS)
Sintetizado 1
Tetrafluorborato de 1- (UFRGS) 0,99 nenhum H-RMN

Butil-3-metilimidazolio

*Informado pelo fabricante

FONTE: A AUTORA

3.2 SINTESE DO LIQUIDO IONICO

Neste trabalho foi utilizado o liquido idnico tetrafluoroborato de 1-butil-3-

metilimidazolio (BMI.BF,), cuja estrutura esta apresentada na FIGURA 6, o qual foi

sintetizado no Laboratério de Reatividade e Catalise do Instituto de Quimica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), conforme descrito na
literatura (DUPONT et al. 2002).

AN DN
N

F/

\ F

FIGURA 6 - ESTRUTURA DO LIQUIDO IONICO BMI.BF,
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Na FIGURA 7 esta apresentado o fluxograma das etapas de sintese do
BMI.BF4. O processo faz uso do liquido iénico cloreto de 1-metil-3-metilimidazolio
(BMI.Cl) como um precursor. Acetonitrila previamente purificada com pentoxido de
foésforo e destilada foi usada como solvente para a reacdo entre 1-metilimidazolio
(previamente destilado) e 1-clorobutano para produzir BMI.CIl, como apresentado na
FIGURA 8.

Apoés a reacdo, a acetonitrila foi removida parcialmente por evaporacao sob
vacuo em temperatura ambiente e o conteudo remanescente foi gotejado em um
novo recipiente contendo acetato de etila (previamente purificado com pentéxido de
fésforo e destilado) e um cristal de BMI.CI com o objetivo de obter-se a formacéo dos
cristais de BMI.CI. Esse frasco foi deixado sob refrigeracdo por 24 horas e entdo o
acetato de etila foi evaporado sob vacuo. A reacado entre BMI.CI e tetrafluoroborato
de potassio (KBF;) para produzir tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazélio
(BMI.BF,) e cloreto de potéssio (KCI) foi conduzida usando acetona (previamente
destilada) como solvente, conforme demonstrado na FIGURA 9.

Todas as etapas da sintese foram realizadas sob atmosfera inerte de Argonio.
Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de préton (RMN de 'H) foi efetuada em
espectrometro Varian VXR 300 na frequéncia de 300 MHz, em CDCl3, a temperatura
ambiente, com o objetivo de verificar a pureza do BMI.BF,4, O espectro da andlise de
RMN de 'H estéa disponivel no APENDICE |I.



Destilagao do 1-metilimidazolio
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1-metilimidazolio + 1-clorobutano + Acetonitrila destilada

N\

Refluxo 48 h, sob agitacao
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Filtragao em coluna empacotada com Celite

\Z

Remoc¢ao da acetona por Secagem sob vacuo

BMI.BF,

FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DE SINTESE DO BMI.BF,
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FIGURA 8 — REAGAO DO 1- METILIMIDAZOLIO COM 1-CLOROBUTANO EM ACETONA
PRODUZINDO BMI.CI
FONTE: TROMBETA (2010)
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FIGURA 9 — REACAO DO BMI.CI COM TETRAFLUOROBORATO DE POTASSIO EM ACETONA
PRODUZINDO KCI E BMI.BF,
FONTE: TROMBETA (2010)

3.3 OBTENCAO DAS CURVAS BINODAIS

O método do ponto de névoa descrito por Kaul (2000) foi empregado para a
obtencdo das curvas binodais dos sistemas estudados; para tanto, foi utilizado o
aparato experimental esquematizado na FIGURA 10. O aparato consiste em reator
encamisado de vidro, chamado de célula de equilibrio liquido-liquido, cuja
temperatura era controlada por meio de um banho termostatico (Lab Companion,
RW - 1025G) que permitia a circulacdo de agua pela camisa do reator e a agitacao
por meio de agitador magnético (Nova Etica, AGI 114). A temperatura do contetido
no interior da célula de equilibrio foi verificada, durante os testes preliminares, com o
auxilio de um Termopar (Watlow, SD31). Nao foi observada diferenca entre a
temperatura registrada pelo Termopar e a temperatura indicada pelo banho

termostatico.



51

FIGURA 10 — ESQUEMA DO APARATO EXPERIMENTAL UTILIZADO PARA A OBTENGCAO DAS
CURVAS DE EQUILIBRIO: (1) BANHO TERMOSTATICO; (2) AGITADOR
MAGNETICO; (3) CELULA DE EQUILIBRIO; (4) BARRA DE AGITACAO
MAGNETICA; (5) PONTOS DE AMOSTRAGEM; (6) ENTRADA E (7) SAIDA DE
FLUIDO DE AQUECIMENTO NA CELULA DE EQUILIBRIO

Inicialmente, com o auxilio de uma seringa de plastico de 10 mL, foi
adicionada a célula de equilibrio uma massa conhecida de solu¢cdo aquosa, com
concentragdo (m/m) também conhecida, do componente X; essa solucao foi mantida
sob agitacdo constante e velocidade suficiente para manter a homogeneidade da
mistura a ser formada com a posterior adicdo da solucdo aquosa do componente Y.

Em seguida, a massa de dois conjuntos constituidos por béquer + pipeta de
Pasteur (3 mL) foi medida individualmente. A um béquer adicionou-se uma massa
conhecida de solucdo aguosa do componente Y e a outro, adicionou-se uma massa
conhecida de agua osmolisada. Com o auxilio da pipeta de Pasteur, foi gotejada a
solucéo aquosa do componente Y na célula de equilibrio até que a mistura na célula
de equilibrio apresentasse turbidez (ponto de névoa). A massa do componente Y,
necessaria para que a mistura se tornasse turva, foi calculada por balan¢co de massa
a partir da massa do componente Y restante no bequer. Com auxilio de outra pipeta
de Pasteur, foram adicionadas algumas gotas de agua osmolisada, de modo que a
mistura na célula de equilibrio se tornasse novamente translicida. A massa de agua
osmolisada necessdria para que a mistura se tornasse translicida foi medida por
gravimetria e balanco de massa e anotada. Esse procedimento foi repetido até que

pontos suficientes para a construcéo da linha de equilibrio fossem obtidos.
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3.4 OBTENCAO DAS LINHAS DE AMARRACAO (LA)

Para obtencdo das linhas de amarracéo, foi aplicado o método gravimeétrico
descrito por Merchuk et al. (1998), no qual as composi¢cfes das fases ndo sao
qguantificadas analiticamente e sim calculadas por meio de um sistema de quatro

equacdes e quatro incognitas (Equacdes 3 a 6):

Y = dexp[(BX;%%) — (CX1*)] 3)

Y = Aexp[(BXs”?) — (CX&°)] 4)
= () =[] ?
o= (2)-[(2)

onde M, T e F se referem respectivamente a mistura (sistema), fase de topo e fase
de fundo; X é a fracdo massica do componente X; Y é a fracAo massica do
componente Y; A, B e C sdo constantes derivadas da equacao de ajuste da binodal
(apresentada a seguir) e « é a razao entre a massa da fase de topo e a massa total
do sistema (determinada experimentalmente).
Primeiramente, os parametros A, B e C foram obtidos por ajuste da Equacao
7 aos dados da curva binodal (obtidos experimentalmente) por meio do suplemento
Solver, do programa Microsoft Excel (método GRG néo linear), no qual a funcao
objetivo (Equacado 8) foi minimizada pela alteracdo de variaveis (parametros A, B e
Q).
Y = Aexp[(BX®) — (CX?)] (7)

x 2 ®)
Fob = 1010 Z(Yiexp _ YimOd )

i+1
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onde F,, é a funcdo objetivo, N é o nimero de pontos de névoa observados, Y, é

7

a fracdo massica de Y obtida experimentalmente e Y/™°? é a fracdo massica de Y
calculada pelo modelo. A funcéo obijetivo foi multiplicada por um fator de 10*° devido
ao baixo valor que apresentava impossibilitando a inicializacdo do Solver, que
satisfazia os critérios de parada antes de sua inicializacao.

Uma vez obtidos, os parametros da Equacdo 7 foram utilizados para a
resolucao do sistema (Equacgdes 3 a 6). O sistema foi resolvido numericamente por
meio do suplemento Solver, do programa Microsoft Excel, no qual a funcéo objetivo
(Equacéo 9) foi minimizada pela alteracédo de variaveis (Yr, X1, Yz, Xr). Foi aplicado

E

método GRG n&o linear, com restrigdes de Y;%° = v % e de tornar as variaveis

irrestritas ndo negativas.

N
Fap = 1010 ) (K -yt )’ ©)

i+1

As variaveis X, e Y, foram determinadas a partir do preparo de diferentes
misturas com massas conhecidas de cada componente na regido bifasica
(observada apés a obtencdo das curvas binodais) dos sistemas estudados. Para
isso, as misturas foram agitadas até completa dissolucdo dos componentes e entédo
foram deixadas em repouso, a temperatura desejada, por 24 horas (CHEN et al.,
2009), até a separagdo das fases coexistentes. ApOds esse periodo, a fase topo foi
separada e transferida para um béquer (previamente tarado) com o auxilio de pipeta
de Pasteur (3 mL); a massa dessa fase foi medida em balanca analitica e a fracao
massica (Xj,) foi calculada. A fracdo massica (Y)) foi calculada por diferenca.

O comprimento da linha de amarracéo foi calculado pela Equacédo 10, que
esta relacionada com a diferenca da composicao entre as fases de topo e de fundo.

CLA = J(X; — Xp)2 + (Yp — Yp)? (10)

Para calculo da inclinacdo das linhas de amarracdo (ILA), foi utilizada a
Equacdo 11, que relaciona a variacdo da fragdo massica do componente Y pela

variacdo da fragdo massica do componente X.
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Yr—Y,
na=--—=r (11)
Xr— Xr

A consisténcia das linhas de amarragdo foi determinada por meio das
correlagbes de Othmer e Tobias (1942) e de Hand (1930), representadas pelas
Equacbes 12 e 13, respectivamente. Os parametros ajustaveis F, F', G e G’ foram

obtidos por ajuste de um modelo de regressao linear.

1-— 1-—
(L) g (L) @
W33 Wiz
In (E) =F +G.ln (2) (13)
W33 Wi2

onde o componente 1 se refere ao sal, o componente 2 se refere a agua e o
componente 3 se refere ao PEG ou LI; ws3 € a fracdo méassica do componente 3 na
fase rica no componente 3, wi, € a fragdo massica do componente 1 na fase rica no
componente 2, w3 € a fracdo massica do componente 2 na fase rica no componente
3, Wy, € a fracdo massica do componente 2 na fase rica no componente

O experimento de determinacdo das linhas de amarracdo foi conduzido
primeiramente nas células de equilibrio utilizando o aparato esquematizado na
FIGURA 10. Sistemas de aproximadamente 30 gramas eram montados e agitados
por meio do agitador magnético durante 4 horas antes de serem deixados em
repouso para atingir equilibrio. Entdo esse experimento foi repetido utilizando tubos
de centrifuga (15 mL), o que permitia a montagem de sistemas menores (10 gramas)
e a dissolugdo mais rapida dos componentes por meio do agitador tipo Vortex
(GoMixer, MX-S). Os experimentos realizados na célula e no tubo mostraram boa
concordancia, com erro percentual entre os valores de ILA de 2,35%. Assim, todos
0s demais experimentos de obtencdo de LA, bem como os de particAo foram

realizados empregando a metodologia com tubos de ensaio.
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3.5 DETERMINACAO DA PARTICAO DA CAFEINA

Os experimentos de particdo foram conduzidos em tubos de centrifuga (15
mL). Para tanto, foram preparadas misturas na regido bifasica (com composi¢édo
global o mais proximo possivel da composicdo global utilizada para a determinagéo
das linhas de amarracdo). Nessa etapa, a agua foi substituida por uma solucdo de
cafeina com concentracdo de 5 (x 0,0001) g/L, segundo a metodologia descrita por
Louros et al. (2010). As misturas foram agitadas vigorosamente por meio do agitador
tipo Vortex (GoMixer, MX-S) até que fosse verificada a completa dissolugdo dos
componentes e a formacdo de uma Unica fase. Os tubos contendo as misturas foram
selados e levados ao banho termostatico (Lab Companion, RW - 1025G) na
temperatura desejada, por 24 horas (CHEN et al., 2009), para que as misturas
atingissem o equilibrio. Apos esse periodo foram repetidos os procedimentos para a
obtencdo das linhas de amarracdo e a cafeina foi quantificada nas fases topo e
fundo. O coeficiente de particdo da cafeina entre as fases topo e fundo foi calculado

pela Equacéo 1.

3.6 QUANTIFICACAO DA CAFEINA POR ESPECTROFOTOMETRIA

Utilizou-se a metodologia espectrofotométrica UV/VIS para quantificacdo da
cafeina nas fases de topo e de fundo. Foi utilizado o espectrofotbmetro UV
(Shimadzu-1800®) e cubetas de quartzo preenchidas com aproximadamente 3,5 mL
de amostra. Uma curva de calibragdo com solu¢des aquosas (1, 2, 5, 10, 20 e 30
mg/L) de cafeina foi obtida e para leitura de absorbancia das fases, cada fase foi
cuidadosamente separada e diluida na ordem de 500 vezes, utilizando micropipetas
Transferpette® S BRAND. A ordem de diluicdo utilizada foi determinada com base
em experimentos preliminares, no sentido de obter leitura de absorbancia no
intervalo desejavel (entre O e 1).

Na FIGURA 11 est4 apresentado, como exemplo, o espectro de varredura na
regido UV/VIS para duas solucdes de cafeina com concentragfes distintas. O pico

com maior absorbancia foi obtido no comprimento de onda de 273 nm, de forma que
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esse comprimento de onda foi estabelecido para quantificacdo da cafeina neste
trabalho.
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FIGURA 11 - ESPECTRO DE VARREDURA DE SOLUCOES AQUOSAS DE CAFEINA (5 mg/L e
20 mg/L)

Na FIGURA 12 esta apresentada a curva de calibracdo (R? = 0,9995) obtida
para quantificacdo de cafeina.
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FIGURA 12 — CURVA DE CALIBRACAO PARA QUANTIFICACAO DE CAFEINA
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VALIDACAO DO APARATO EXPERIMENTAL PARA OBTENCAO DAS
CURVAS BINODAIS E LINHAS DE AMARRACAO

Com o objetivo de validar o método do ponto de névoa no aparato experimental
utilizado no presente trabalho, descrito por Kaul (2000), para obtencédo das curvas
de equilibrio e o método gravimétrico, descrito por Merchuk et al. (1998), para
obtencdo das linhas de amarracdo, foram reproduzidos dados disponiveis na
literatura (Hammer et al., 1994) pra o sistema PEG 6000 + Na,SO4 + H,O a 20 °C.

Na FIGURA 13 estao apresentadas a curva binodal obtida experimentalmente
neste trabalho e a calculada pelo modelo proposto por Merchuck et al. (1998). A
tabela com os dados de binodal para este sistema esta apresentada no APENDICE
II. A Equacao 13 é o modelo que descreve a curva calculada com os parametros A,
B e C (Equagédo 7) ajustados. Analisando a FIGURA 13, pode-se perceber que o
modelo se ajustou bem aos dados experimentais (R*> = 0,9977), assim o0s
parametros A = 93,7931; B= —0,7131 e C = 1,01x10~3 foram utilizados para

resolucao do sistema de Equacdes (2 a 5) e obtencao das linhas de amarracao.

Y = 93,79exp[(—0,71X%%) — (1,01 x 1073X3)] (3)
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@ O Experimental |
—— Modelo
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FIGURA 13 — CURVA BINODAL OBTIDA EXPERIMENTALMENTE E CALCULADA PELO MODELO
PROPOSTO POR MERCHUCK et al. (1998) PARA O SISTEMA PEG 6000 + Na,SO, +
H,OA20°C
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Hammer et al. (1994) quantificaram as composicdes das fases deste sistema
pela técnica de Density-Sound Analyzer, que mede o volume especifico e a
velocidade do som da solucdo e em seu trabalho ndo € apresentada a curva binodal
para o sistema estudado, assim foi utilizado como base para comparacdo a meédia
dos valores de ILA. Foram selecionados cinco das sete composi¢cdes globais de
Hammer et al. (1994) para reproducdo das linhas de amarracdo. Na TABELA 10,
estdo apresentadas as composicOes globais, as composicbes das fases topo e

fundo bem como o CLA e a ILA de Hammer et al. (1994) e obtidas neste trabalho.

TABELA 10 - DADOS DE EQUILIBRIO PARA O SISTEMA PEG 6000 + Na,SO,+ H,0 EM T =20 °C

COMPOSICAO COMPOSICAO COMPOSICAO
GLOBAL TOPO FUNDO
Na,SO, PEG Na,SO, PEG Na,SO, PEG
TL  (%m/m) 6000 (%m/m) 6000 (%m/m) 6000 CLA ILA
(%om/m) (%m/m) (%om/m)

< 1 8,68 17,79 1,18 37,30 15,35 0,13 39,78 -2,62
§ 2 8,15 18,32 1,21 36,40 15,20 0,00 39,00 -2,60
:_g 3 8,02 15,75 1,77 32,21 13,81 0,22 34,18 -2,66
° 4 7,21 14,92 2,32 28,53 12,44 0,67 29,64 -2,75
GE) 5 7,23 11,6 2,98 24,55 11,01 1,12 24,77 -2,92
S
CIB 6 6,94 11,57 3,62 21,20 10,33 1,84 18,72 -2,89

! 6,45 11,48 4,92 16,13 9,07 3,72 13,09 -2,99

1 8,67 17,76 1,56 38,31 14,75 0,18 40,52 -2,89

2 - - - - - - - -
o
% 3 8,06 15,81 2,13 32,70 13,41 0,50 34,13 -2,85
Q0
g 4 7,21 14,94 2,90 27,11 12,10 1,15 27,56 -2,82
2 S 7.2 11,60 4,35 19,37 10,50 2,4 17,82 2,72
w

6 6,95 11,59 4,35 19,38 9,39 4,29 15,90 -2,99

7

Como pode ser observado na TABELA 10, apesar das composi¢oes globais
apresentadas Hammer et al. (1994) e apresentadas neste trabalho serem muito
similares, as linhas de amarracdo obtidas neste trabalho apresentam inclinagcéo
ligeiramente distinta da inclinagéo das linhas de amarracéo obtidas por Hammer et
al. (1994) e isto se reflete em diferentes composigdes das fases de topo e de fundo.
O erro percentual entre o valor médio de ILA observado por Hammer et al. (1994) e
0 obtido neste trabalho foi de 2,75%. Vale salientar que os valores de ILA e CLA

apresentados na TABELA 10 referentes ao trabalho de Hammer et al. (1994), néo
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foram apresentados por estes autores em seu trabalho e sim, foram calculados no
presente estudo pelas Equacdes (9) e (10) com os dados relatados na literatura.

Na FIGURA 14, estdo apresentadas a curva binodal e linhas de amarracéao
obtidas experimentalmente neste trabalho, utilizando a metodologia gravimétrica
proposta por Merchuck et al. (1998), para o sistema PEG 6000 + Na,SO,4 + H,O a
20 °C. Pode-se afirmar que, para o sistema estudado, a metodologia proposta por
Merchuck et al. (1998) possibilitou a obtencéo de linhas de amarracdo condizentes,

ja que apresentaram paralelismo e extremos bem ancorados na curva binodal.
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FIGURA 14 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRACAO OBTIDAS NESTE TRABALHO
PARA O SISTEMA PEG 6000 + Na,SO, + H,O A 20 °C

As linhas de amarracéo obtidas no experimento de validacdo foram testadas
guanto a sua consisténcia termodinamica. Na TABELA 11 estdo apresentados os
dados referentes a correlagdo de Othmer e Tobias (1942). J& na TABELA 12 estdo
apresentados os dados referentes a correlacdo de Hand (1930). Os graficos de
correlacdo de Othmer e Tobias (1942) e Hand (1930) sdo apresentados na
FIGURAS 15 e 16, respectivamente. Analisando os coeficientes de determinagéo
(R? pode-se afirmar que ha consisténcia termodinamica nos dados obtidos ja que
estes valores sdo proximos de 1, indicando que héa correlagdo e portanto que a

metodologia experimental escolhida é adequada.
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TABELA 11 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELAGCAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA
O SISTEMA PEG 6000 + Na,SO, + H,O EM T = 20 °C OBTIDOS NESTE TRABALHO

F G R?
-2,91 1,87 0,99

TABELA 12 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELAGAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA
PEG 6000 + Na,SO, + H,O EM T = 20 °C OBTIDOS NESTE TRABALHO

= G’ R®
-3,18 2,01 0,99
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FIGURA 15 — CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA O SISTEMA PEG 6000 +
Na,SO, + H,O EM T = 20 °C OBTIDO NESTE TRABALHO
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FIGURA 16 — CORRELACAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA PEG 6000 + Na,SO,4 + H,0 EM
T =20 °C OBTIDO NESTE TRABALHO
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4.2 SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS SEM ADICAO DE CAFEINA:
DADOS DE ELL

Nesta secdo sdo apresentados os dados obtidos neste trabalho referentes
aos dados de ELL dos sistemas de duas fases aquosas. Os sistemas convencionais
foram investigados quanto (a) a influéncia da massa molar do PEG na regido de
duas fases, (b) influéncia da temperatura na regidao de duas fases e nas linhas de
amarragéo e (c) influéncia do sal inorganico também na regido de duas fases e nas
linhas de amarracdo. J& os sistemas compostos por liquido iénico foram
investigados quanto a influéncia do sal inorganico na regido de duas fases e nas

linhas de amarracéo.

4.2.1 SDFA convencionais

4.2.1.1 Efeito da MM do PEG na regido de duas fases dos sistemas

A fim de verificar a influéncia da massa molar do polietilenoglicol sobre as
curvas de equilibrio do sistema PEG + Na,SO,4 + H,O, foram determinadas curvas
binodais variando a massa molar do PEG (400, 4000 e 6000 g.mol®). O
comportamento da binodal de cada sistema foi investigado em trés temperaturas
diferentes (20, 40 e 60 °C).

Nas FIGURAS 17, 18 e 19 estdo apresentadas as curvas binodais para o
sistema PEG + Na,SO,4 + H,O as temperaturas de 20, 40 e 60 °C, respectivamente.
As tabelas com os dados de binodal para estes sistemas estdo apresentadas no
APENDICE II.
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FIGURA 17 — CURVAS BINODAIS OBTIDAS NESTE TRABALHO PARA OS SISTEMAS PEG +
Na,SO, + H,OEM T =20 °C
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FIGURA 18 — CURVAS BINODAIS OBTIDAS NESTE TRABALHO PARA OS SISTEMAS PEG +
Na,SO, + H,O EM T =40 °C
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FIGURA 19 — CURVAS BINODAIS OBTIDAS NESTE TRABALHO PARA OS SISTEMAS PEG +
Na,SO, + HLOEM T =60 °C
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Analisando-se as FIGURAS 17, 18 e 19 pode-se observar que em todas as
temperaturas estudadas a massa molar do polietilenoglicol (PEG) exerce um grande
efeito na binodal do sistema PEG + Na,SO, + H,O, de forma que, quanto maior a
massa molar do polimero, maior € a regidao de duas fases.

Isso ocorre devido a alta solubilidade do PEG em agua, de forma que a
diminuicdo da MM do polimero pode ser associada a diminuicdo da transferéncia de
moléculas de agua entre as fases e, além disso, a baixa massa molar do polimero
faz com que seja necessaria uma maior quantidade de sal para que haja a formacéo
de fases. Por exemplo, na FIGURA 19, quando se fixa uma concentracdo de
aproximadamente 10% (m/m) de PEG, é necessario aproximadamente 6% (m/m) de
Na,SO,, para formar fase com PEG 6000, 7% (m/m) de Na,SO, para formar fase
com PEG 4000 e aproximadamente 15% (m/m) de Na,SO, para formar fase com
PEG 400.

Na TABELA 13 estdo apresentados os parametros de correlacao ajustaveis A,
B e C de Merchuk (Equacao 7). Pode-se observar que a Equacgéo 7 se ajustou bem
aos dados experimentais da curva binodal, jA que os valores obtidos de R? foram

proximos de 1 nas trés temperaturas investigadas.

TABELA 13 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DE MERCHUK (EQUACAO 7) PARA AS CURVAS
BINODAIS DO SISTEMA PEG 400 + Na,SO, + H,O EM DIFERENTES

TEMPERATURAS
Temperatura (°C) A B C R’
20 82,45 -0,43 1,55 x 10™ 0,99
40 102,01 -0,49 1,38 x 10™ 0,99
60 100,00 -0,48 1,56 x 10™ 0,99

4.2.1.2 Efeito da temperatura na regido de duas fases dos sistemas e nas linhas de

amarracao

Assim como a massa molar do polimero, a temperatura pode exercer efeito
sob a binodal do sistema polimero + sal inorganico + agua. Para esse tipo de
sistema é comum associar 0 aumento da temperatura com o aumento da regiao

bifasica, visto que o processo de separacdo de fases é endotérmico. Além disto, um
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aumento na temperatura pode promover o aumento na regido de duas fases devido
ao aumento na solubilidade dos componentes do sistema. Entretanto, tanto o PEG
(400, 4000 e 6000) quanto o Na,SO, apresentam elevada solubilidade em agua,
mesmo em temperaturas mais brandas, de forma que a mudanca na temperatura
néo afetou significativamente a area da curva binodal, como pode ser observado nas
FIGURAS 20, 21 e 22. Nestas figuras sdo apresentadas curvas de equilibrio para o
sistema PEG (400, 4000 e 6000) + Na,SO, + H,O em temperaturas de 20, 40 e

60 °C, respectivamente.
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FIGURA 20 - CURVAS BINODAIS PARA O SISTEMA PEG 400 + Na,SO, + H,O EM
DIFERENTES TEMPERATURAS
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FIGURA 21 — CURVAS DE EQUILIBRIO PARA O SISTEMA PEG 4000 + Na,SO, + H,0 EM
DIFERENTES TEMPERATURAS
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FIGURA 22 — CURVAS DE EQUILIBRIO OBTIDAS PARA O SISTEMA PEG 6000 + Na,SO, +
H,O EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Além do presente estudo, ja foi demostrado anteriormente que o efeito da
temperatura sobre as curvas de equilibrio pode ser considerado desprezivel para
sistemas aquosos polimero + sal inorganico (MARTINS et al., 2008), entretanto
acredita-se que apesar da temperatura ndo apresentar influéncia na regido de duas
fases, esta pode afetar as linhas de amarracdo, ou seja ILA e CLA e, como
consequéncia, influenciar o coeficiente de particdo de determinadas moléculas no
sistema. Assim, o presente estudou voltou a atencdo para a investigacdo da
influéncia da temperatura nas linhas de amarracdo do sistema PEG + Na,SO, +
H,O. Para tanto, foi fixada uma massa molar de PEG e variou-se a temperatura na
determinacao das LA, o que esta apresentado na proxima subsecéo.

Para o levantamento das linhas de amarracdo do sistema PEG + Na,SO, +
H,0, com finalidade de estudar o efeito da temperatura sobre as mesmas, optou-se
por utilizar o polietilenoglicol com massa molar 400 g.mol™ devido a alguns fatores
relacionados ao fato de esse polimero ser liquido a temperatura ambiente, a saber:
(a) alta solubilidade em agua, de forma que a fase rica nesse componente apresente
menor viscosidade e (b) a menor massa molar do polimero e o0 menor tamanho de
suas moléculas permitem maior transferéncia de massa da molécula alvo a ser
particionada.

Nas FIGURAS 23, 24 e 25 estdo apresentadas a binodal, as linhas de
amarracdo e as composi¢cdes globais utilizadas para a obtencdo das linhas de
amarracao do sistema PEG 400 + Na,SO,4 + H,O as temperaturas de 20, 40 e 60 °C,

respectivamente. Nessas FIGURAS pode-se notar que houve paralelismo entre as
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linhas de amarracdo e que, portanto, a escolha da composi¢cdo global do sistema

nao apresentou efeito significante na inclinagédo das linhas de amarragéao.
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FIGURA 23 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRAGCAO PARA O SISTEMA PEG 400 +

Na,SO, + H, O EM T =20 °C
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FIGURA 24 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRACAO PARA O SISTEMA PEG 400 +

Na,SO, + H,O EM T =40 °C
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FIGURA 25 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRAGCAO PARA O SISTEMA PEG 400 +
Na,SO, + H,O EM T =60 °C

Na FIGURA 26 sdo apresentadas, concomitantemente, as linhas de
amarragdo para o sistema PEG 400 + Na,SO, + H,O as trés temperaturas
investigadas (20, 40 e 60 °C) com o objetivo de melhor visualizar o efeito da

temperatura na inclinacédo das linhas de amarracao.
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FIGURA 26 — LINHAS DE AMARRAGAO O SISTEMA PEG 400 + Na,S0O, + H,0 A 20, 40 E 60 °C

As composicOes globais e das fases de topo e de fundo, bem como o
comprimento das linhas de amarracdo (CLA) e inclinacdo da linha de amarracdo

(ILA) podem ser observadas na TABELA 14. Como esperado, pode-se verificar que
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a fase topo é preferencialmente composta por PEG enquanto que a fase fundo é
preferencialmente composta por sal; em relagcdo ao CLA, pode-se verificar que seu
valor aumenta de acordo com o aumento da diferenca entre as composicfes das

fases.

TABELA 14 - COMPOSICOES GLOBAIS E DAS FASES DE TOPO E DE FUNDO, COMPRIMENTO
E INCLINAGAO DAS LINHAS DE AMARRAGAO PARA O SISTEMA PEG 400 +
Na,SO, + HLO EM T = 20, 40 E 60 °C

COMPOSICAO COMPOSICAO COMPOSICAO
GLOBAL TOPO FUNDO
S Na;SO, PEG400 Na;SO, PEG400 NaSO, PEG400 A
(Yom/m)  (%om/m)  (%em/m)  (Y%om/m)  (%om/m)  (%m/m)
1 8,6 241 4,8 30,9 19,5 4,6 31,1 -1.86
2 8,9 24,7 4,3 32,7 21,3 3,2 35,0 -1,80
20 3 9,2 24,7 4,1 33,6 21,7 2,9 36,3 -1,79
4 9,3 25,9 3,5 36,2 22,5 2,4 41,5 -1,82
5 9,6 26,3 3,2 37,5 23,5 1,9 41,8 -1,78
6 9,7 27,0 3,0 38,8 24,3 1,6 43,4 1,77
! 8,7 24,1 5,62 31,1 15,1 9,4 23,7 -2,29
2 9,0 24,7 4,80 34,3 16,9 6,9 29,9 -2,25
o o 94 271 3,54 40,3 19,5 4,2 395  -2,26
4 9,7 26,8 3,42 40,9 19,8 3,9 40,5 -2,25
S 91 25,3 4,38 36,0 17,6 6,1 327 2,27
6 9,2 25,7 4,21 36,8 18,2 5,5 34,3 -2,24
1 8,7 24,1 5,3 32,4 14,4 10,1 24,0 244
2 8,9 24,8 4.6 35,0 16,4 7.2 30,1 -2.37
60 3 9,1 25,4 4,1 37,5 17,1 6,2 33,8 -2.39
4 9,3 25,9 3,7 39,5 17,8 5,5 36,9 2,41
S 9,5 26,5 3,4 41,2 18,6 4,6 39,7 -2.40
6 9,7 26,9 31 42,9 19,3 3,9 42,2 -2.40

Os valores meédios das inclinagbes das linhas de amarracdo para as
temperaturas estudadas estdo apresentados na TABELA 15. Pode ser observado
gue quanto maior a temperatura, maior a inclinacdo (valor absoluto) da linha de
amarracao. Embora em baixas massa molares de PEG, como € o caso do PEG 400,
esse efeito possa ser indistinguivel (OLIVEIRA et al., 2008), essa tendéncia de
aumento na ILA com o0 aumento da temperatura pode ser atribuida a transferéncia

de moléculas de agua da fase rica em PEG (topo) para a fase rica em sal devido ao
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aumento da hidrofobicidade da fase rica em PEG com o aumento da temperatura. O
mesmo comportamento foi observado em outros estudos de SDFA de PEG + Sal
inorganico + H,O relatados na literatura (MARTINS et al., 2010; MARTINS et al.
2008; CARVALHO et al., 2007), mostrando que os dados obtidos neste trabalho

estdo de acordo com a literatura.

TABELA 15 — INCLINACAO MEDIA DAS LINHAS DE AMARRAGCAO DO SISTEMA PEG 400 +
Na,SO, + H,O EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Temperatura (°C) Inclinagdo das LA
20 -1,80 £ 0,02
40 -2,26 £ 0,01
60 -2,40 £ 0,02

As TABELAS 16 e 17 apresentam os dados relacionados a verificacdo da
consisténcia termodinamica das linhas de amarracdo obtidas experimentalmente,
por meio das correlacbes de Othmer e Tobias (1942) e de Hand (1930),
respectivamente. Os graficos de correlagdo para esse sistema estdo apresentados
no APENDICE lII. A partir da andlise das TABELAS 16 e 17 pode-se afirmar que os
dados obtidos apresentam consisténcia termodinamica, pois o0s coeficientes de

determinacao (R?) apresentaram valores préximos de 1.

TABELA 16 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA
O SISTEMA PEG 400 (1) + Na,SO, (3) + H,0 (2)

Temperatura (°C) F G R’
20 -1,04 1,32 0,96
40 -1,46 1,32 0,99
60 -1,58 1,32 0,97

TABELA 17 - PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELACAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA
PEG 400 (1) + Na,S0, (3) + H,0 (2)

Temperatura (°C) F’ G’ R?
20 -1,18 1,43 0,96
40 -1,78 1,56 0,99

60 -1,95 1,59 0,97
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4.2.1.3 Efeito do sal inorganico na regido de duas fases dos sistemas e nas linhas

de amarracéo

Para avaliar o efeito do sal inorganico nos dados de ELL dos SDFA
convencionais foram investigados os sistemas PEG 1500 + Na,SO4 + H,O (sal de
anion cosmostropico) e PEG 1500 + NaNO3 + H,O (sal de anion caotropico) a 25 °C.
Visto que sais anions caotropicos tendem a diminuir a tensdo superficial entre as
fases € conveniente esperar que, para uma determinada concentracdo de solugéo
de PEG (m/m) maior concentracdo de sal de &nion caotrépico sera necessaria para
formar fase, quando comparado com sal de anion cosmotrépico. Isto também pode
ser atribuido devido a esse sal romper as ligacoes de hidrogénio das moléculas de
agua, o que desorganiza sua rede tridimensional diminuindo a regido hidrofébica da
solucdo salina. Tal fato pode ser facilmente percebido através da andlise das curvas
binodais para os SDFA formados por cada um destes sais e PEG. Nas FIGURAS 27
e 28 estdo apresentadas as curvas de equilibrio obtidas neste trabalho para os
sistemas PEG 1500 + Na,SO, + H,O e PEG 1500 + NaNO3 + H,O a 25 °C. Os

dados de binodal para esses sistemas estdo apresentados no APENDICE Il.
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FIGURA 27 - CURVA DE EQUILIBRIO OBTIDA NESTE TRABALHO PARA O SISTEMA PEG 1500
+ NaySO, + H,0 EM T = 25 °C
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FIGURA 28 - CURVA DE EQUILIBRIO OBTIDA NESTE TRABALHO PARA O SISTEMA PEG 1500
+ NaNO; + H,O EM T =25 °C

Analisando as FIGURAS 27 e 28, pode-se perceber que, como esperado,
quando o sal de anion caotropico é utlizado € necessario que haja uma
concentracdo muito maior de sal para formar a regido bifasica. Por exemplo, se se
fixar a concentracdo de PEG 1500 em 30% (m/m) em um SDFA empregando
Na,SO, sera necessario aproximadamente 3% (m/m) de sal (e o restante de agua)
para formar duas fases (vide FIGURA 27). Por outro lado em um SDFA empregando
NaNO; sera necessario mais de 10 vezes essa quantidade de sal (aproximadamente
30%, vide FIGURA 28).

O estudo dos dados de ELL do sistema PEG 1500 + Na,SO4 + H,0 a 25 °C
foi reportado na literatura por Martins et al. (2008), entretanto, estes autores nao
apresentaram dados de binodal e aplicaram as andlises de refratometria,
condutivimetria e liofilizacdo para determinacéo das composic¢des das fases.

A fim de comparar os dados obtidos neste trabalho com os dados reportados
por Martins et al. (2008), na FIGURA 29 estao apresentadas as linhas de amarragao

de ambos os trabalhos.
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FIGURA 29 — LINHAS DE AMARRAGCAO OBTIDAS NESTE TRABALHO E REPORTADAS POR
MARTINS et al. (2008) PARA O SISTEMA PEG 1500 + Na,SO, + H,O EM T =25 °C

Analisando a FIGURA 29 pode-se perceber que os dados experimentais
obtidos no presente trabalho estdo de acordo com os dados obtidos por Martins et
al. (2008), ja que as linhas de amarracdo apresentam a inclinacdo semelhante (com
erro absoluto entre os valores médios inferior a 1%), assim, esses dados corroboram
para a validacdo da metodologia aplicada neste trabalho (Merchuk et al.,1998) para
determinacao das linhas de amarracéo. A diferenca observada nas composicdes das
fases fundo pode estar relacionada com uma diferenca no tempo de equilibrio ao
qual os sistemas foram submetidos, embora em seu trabalho Martins et al. afirmem
gue suas amostras também permaneceram no banho a temperatura desejada por 24
horas. Embora tenha sido observada esta diferenca, vale destacar que as linhas de
amarracao obtidas no presente estudo estdo ancoradas na curva binodal também
obtida experimentalmente.

Em relacdo ao sistema PEG 1500 + NaNO3 + H,O, ndo foram encontrados
dados de ELL na literatura pesquisada, entretanto € possivel encontrar dados para
PEG com diferentes MM (4000 e 6000 g.mol™). Na FIGURA 30 estdo apresentadas
as curvas de equilibrio reportadas na literatura e obtida experimentalmente no

presente estudo.
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FIGURA 30 - CURVAS DE EQUILIBRIO PARA O SISTEMA PEG + NaNO; + H,0 EM T = 25 °C (*)
GRABER et al. (2001) (**) GRABER e TABOADA (2000)

Como pode ser observado na FIGURA 30, ocorre o aumento da regido
bifasica do sistema com o aumento da MM do PEG. Assim, tal comportamento, que
foi observado para os sistemas aplicando sal inorganico com anion cosmotrépico
(NaS0O4, secdo 4.2.1.1), também pdde ser observado quando se utilizou o sal
inorganico com anion caotrépico (NaNO3).

Na TABELA 18 estdo apresentados os parametros ajustaveis de Merchuk
(Equacéo 7) para as curvas apresentadas nas FIGURAS 27 e 28. Pode-se observar
que houve um bom ajuste, visto que os valores obtidos de R? foram préximos de 1

nos sistemas investigados.

TABELA 18 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DE MERCHUK (EQUACAO 7) PARA AS CURVAS
BINODAIS DOS SISTEMAS PEG 1500 + SAL DE SODIO + H,0 EM T = 25 °C

SAL A B C R®
Na,SO4 72,52 -0,49 5,90 x 10™ 0,99
NaNO; 30526,87 -1,15 2,06 x 10° 0,99

Os parametros apresentados na TABELA 18 foram usados para o calculo das
composic¢des das fases dos SDFA formados por PEG 1500 + Sal de Sédio + H,0 a
25 °C.

Na TABELA 19, a sequir, estdo apresentados os dados de composicao global
e das fases topo e fundo, bem como os dados de CLA e ILA obtidos neste trabalho
para estes sistemas. Os diagramas de fase para esses sistemas estao apresentados
nas FIGURAS 31 e 32. No APENDICE |V, estes diagramas estdo apresentados
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simultaneamente, com o0 objetivo de facilitar a visualizacdo do efeito do sal

inorgéanico na regiao de duas fases e nas linhas de amarragao.

TABELA 19 - COMPOSIC,‘QES GLOBAIS E DAS FASES DE TOPO E DE FUNDO, COMPRIMENTO
E INCLINACAO DAS LINHAS DE AMARRACAO PARA O SISTEMA PEG 1500 + SAL
DE SODIO + H,0 EM T =25 °C

SDFA: PEG 1500 + Na,SO,4 + H,0

COMPOSIGAO COMPOSICAO COMPOSIGAO
GLOBAL TOPO FUNDO
LA CLA ILA
PEG SAL PEG SAL PEG SAL
(%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (%om/m) (%m/m)
1 26,8 5,9 33,7 2,4 1,4x 107 19,1 37,8 -2,16
2 28,0 6,0 36,8 1,9 1,2x 10" 19,3 40,6 2,11
3 28,7 6,1 37,8 1,7 0,8x 10" 19,8 41,9 2,11
4 29,3 6,3 39,3 1,5 0,6 x 10™ 20,2 44,1 2,11
5 30,3 6,6 41,6 1,3 0,4x10* 20,7 45,8 2,14
6 31,0 6,8 43,5 1,0 0,3x10™ 21,0 47,8 -2,18
SDFA: PEG 1500 + NaNO; + H,O
COMPOSICAO COMPOSICAO COMPOSICAO
GLOBAL TOPO FUNDO
LA CLA ILA
PEG SAL PEG SAL PEG SAL
(%om/m) (%om/m) (%om/m) (%om/m) (%m/m) (%m/m)
1 15,0 35,2 20,6 32,9 8,5 38,0 13,1 -2,38
2 15,4 35,5 24,3 31,9 7.3 38,8 18,4 -2,45
3 15,6 36,1 27,1 31,2 5,2 40,6 23,9 -2,33
4 16,1 36,3 29,6 30,7 4,6 41,2 48,2 2,37
5 16,1 36,6 30,9 30,4 4.4 41,4 28,7 -2,40
6 16,6 36,9 33,5 29,9 3,8 42,1 31,6 -2,42

Como pode ser observado na TABELA 19, a média da inclinacdo das linhas
de amarracdo (ILA) é semelhante para os dois sistemas (-2,14 e -2,39;
respectivamente), indicando que o sal inorganico ndo apresenta grande influéncia
nesse quesito.

Por outro lado, quando se compara os comprimentos das linhas de amarragéo
(CLA), pode-se observar que, em geral, o CLA do sistema envolvendo sal
cosmotropico (Na,SO,) foi maior do que o CLA do sistema envolvendo sal
caotropico (NaNOs). Isto ocorreu pois, para este Ultimo sistema, os valores dos

dados de ELL nos extremos da binodal e linhas de amarracado foram interrompidos
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pela precipitacdo do sal, resultando em um sistema solido-liquido, de forma que o
envelope liquido-liqguido do sistema com NaNOs;, apresentou-se menor quando

comparado com o sistema com Na,SOs.
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FIGURA 31 - CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRACAO PARA O SISTEMA PEG 1500 +
Na,SO, + H,OEM T =25 °C
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FIGURA 32 - CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRACAO PARA O SISTEMA PEG 1500 +
NaNO3; + H,OEM T =25 °C

As informacdes referentes a verificacdo da consisténcia termodinamica dos
dados de ELL obtidos neste trabalho para os sistemas PEG 1500 + Sais de Sédio +
H,O estdo apresentadas nas TABELAS 20 e 21. Os graficos de correlagdo estéo

apresentados no APENDICE Ill. De acordo com os valores do coeficiente de
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determinacdo (R?), que estdo proximos de 1, pode-se afirmar que ha consisténcia
nos dados obtidos, segundo as correlagdes de Othmer-Tobias (1942) e Hand (1930).

TABELA 20 - PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA
O SISTEMA PEG 1500 (1) + SAL DE SODIO (3) + H,0 (2)

SAL F G R?
Na,SO, -3,83 3,09 0,95
NaNO, -0,40 3,50 0,97

TABELA 21 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELAGAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA
PEG 1500 (1) + SAL DE SODIO (3) + H,0 (2)

SAL F G’ R?
Na,SO, -3,72 3,00 0,95
NaNO, -1,63 6,98 0,97

4.2.2 LI-SDFA

O liquido idnico tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio (BMI.BF,), foi
investigado quanto a possibilidade de sua utilizagdo como substituinte do PEG no
SDFA. Os LI-SDFA foram estudados em relacédo ao efeito do sal inorganico como
formador de fase. Para tanto, primeiramente foram obtidos os dados de ELL dos
sistemas (sem adicdo de cafeina) e apdés foram realizados os experimentos de
particdo (com consequente obten¢cdo de dados de ELL para os sistemas com adi¢ao
de cafeina). Nesta se¢do sdo apresentados os dados de ELL dos sistemas sem
adicdo de cafeina. Todos os experimentos foram realizados a 25 °C.

De acordo com Neves et al. (2009), os SDFA compostos por LI + sal
inorganico sdo mais complexos quando comparados aos SDFA tipicos compostos
por PEG + sal inorganico devido a possibilidade de trocas ibnicas e/ou pareamento
ibnico entre as duas fases salinas. Entretanto vale salientar que foi observado por
Brigdes et al. (2007) que, de um ponto de vista operacional, essas trocas ionicas
podem ser desconsideradas, de forma que a interpretacdo da composicao das fases

pode ser baseada na concentracao total de sal e ndo na concentragéo individual de
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ions. Nesse sentido, neste trabalho ndo foi considerada a troca ibnica e a
composicao das fases foi baseada na concentragéo total de seus componentes.

Nas TABELA 22 e FIGURAS 33 e 34 estdo apresentados, respectivamente,
as composicoes das fases de topo e de fundo, bem como o comprimento das linhas
de amarracéo (CLA) e a inclinacao das linhas de amarracao (ILA) e os diagramas de
fases obtidos neste trabalho para o sistema BMI.BF, + Sal de Sodio + H,O a 25 °C.
Os dados de binodal para esses sistemas estdo apresentados no APENDICE I, ja
no APENDICE |V, estes diagramas estdo apresentados simultaneamente, com o
objetivo de facilitar a visualizagao do efeito do sal inorganico na regidao de duas fases
e nas linhas de amarragéo.

Pode-se observar que para esse sistema o valor médio absoluto da ILA para
o sistema BMI.BF; + Na;SO4 + H,O (-7,22 £ 0,02) foi superior quando comparado
com o valor médio para os sistemas polimero-sal inorganico apresentados neste
trabalho, enquanto que para o sistema BMI.BF; + NaNO3; + H,O, isto ndo ocorreu.
Tal fato pode, novamente, estar relacionado com as caracteristicas cosmotropicas e
caotropicas dos anions. No primeiro caso, com maior valor médio absoluto de ILA, o
anion cosmotrépicos (SO4%) favorece a separacdo e a diferenca entre composicédo
das fases, promovendo maiores ILA. Outra diferenca observada foi que, para este
sistema, a fase fundo apresentou-se rica em BMI.BF,, diferente dos sistemas
estudados até entdo neste trabalho, nos quais a fase fundo apresentou-se rica em
sal inorganico. Ao contrario do que o observado neste trabalho, em varios estudos
envolvendo SDFA formados por LI + sal inorgéanico, o liquido idnico € o componente
principal da fase topo (DESAI et al. 2014; JIANG et al. 2015; TAN et al. 2012a; TAN
et al., 2012b).

Li et al. (2010) estudaram a formagdo de SDFA contendo BMI.BF, + Sais
Inorganicos cosmotropicos + H,O, dentre os sais estudados esta o Sulfato de Sodio.
Entretanto, em seu trabalho Li et al. (2010) ndo se aprofundaram neste sistema de
forma que nédo foram apresentados dados de linha de amarragdo (composicéo,

inclinacdo, comprimento).
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TABELA 22 - COMPOSIQQES GLOBAIS E DAS FASES DE TOPO E DE FUNDO, COMPRIMENTO
E INCLINACAO DAS LINHAS DE AMARRACAO PARA O SISTEMA BMI.BF,+ SAL DE

SODIO + H,O EM T =25 °C

LI-SDFA: BMI.BF, + Na,SO, + H,0

COMPOSICAO COMPOSICAO COMPOSICAO
LA GLOBAL TOPO FUNDO CLA LA
LI SAL LI SAL LI SAL
(%om/m)  (Y%om/m) (%m/m) (%em/m) (Yom/m) (%m/m)
1 26,9 5,8 16,0 7,3 58,8 1,4 43,3 -7,23
2 27,9 6,3 13,8 8,3 65,4 1,1 52,0 -7,20
3 29,0 6,1 14,0 8,1 64,6 11 51,0 -7,21
4 29,6 6,4 13,1 8,7 67,8 1,0 55,2 -7,19
5 29,8 6,4 13,0 8,7 68,8 1,0 56,2 -7,26
6 31,3 6,6 12,1 9,2 72,2 0,9 60,7 -7,21
LI-SDFA: BMI.BF; + NaNO3; + H,O
COMPOSICAO COMPOSICAO COMPOSICAO
GLOBAL TOPO FUNDO
LA CLA ILA
LI SAL LI SAL LI SAL
(%om/m)  (%om/m) (%em/m) (%m/m) (Yom/m) (Yom/m)
1 48,6 22,2 39,3 26,5 67,8 13,4 31,3 -2,17
2 58,0 19,0 34,4 29,8 74,2 11,5 44,2 -2,17
3 49,7 225 35,4 29,1 72,8 11,9 41,3 -2,17
4 50,0 22,8 33,9 30,2 74,2 11,5 42,0 -2,16
5 51,0 23,0 31,2 32,2 78,3 10,4 51,8 -2,17
6 56,0 21,0 30,3 32,9 79,4 10,2 53,1 -2,16
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FIGURA 33 - CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRACAO PARA O SISTEMA BMI.BF, + Na,SO,
+H,OEMT=25°C

90 —71i v 1 - 1 - T ' & T °v 1

80 |-
_ L
70 -

60 -

50 |-

BMI.BF, (% m/m)

30 -

1 " 1 L 1 L 1 " 1 n 1 L 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40
NaNO, (% m/m)

FIGURA 34 - CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRACAO PARA O SISTEMA BMI.BF, + NaNO;
+H,OEM T =25 °C

Assim como ocorreu para os SDFA envolvendo polimero, os LI-SDFA
estudados neste trabalho mostraram-se dependentes do sal inorganico no sentido
da aplicacdo do sal cosmotropico néo favorecer a formacéo da regido bifasica visto
gue mais sal (concentragcdo m/m) é necessario para que seja atingida a composicao
de equilibrio. Além disto, € possivel observar, que o CLA do sistema envolvendo
NaNO3; novamente foi, em geral, menor do que o CLA do sistema envolvendo
Na,SO,, indicando que um menor envelope liquido-liquido promovido pelo sal
cosmotropico ocorre tanto para SDFA tradicionais, aplicando polimeros, quanto para

LI-SDFA.
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Na TABELA 23 estdo apresentados os parametros ajustaveis de Merchuk
(Equagéo 7) para as binodais apresentadas nas FIGURAS 32 e 33. Pode-se
observar que houve um bom ajuste dos parametros ja que, nos sistemas

investigados, os valores obtidos de R? foram préximos de 1.

TABELA 23 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DE MERCHUK (EQUAGAO 7) PARA AS CURVAS
BINODAIS DOS SISTEMAS BMI.BF, + SAL DE SODIO + H,O0 EM T = 25 °C

SAL A B C R®
Na SO, 163,69 -0,86 -1,47 x 10° 0,99
NaNO; 220,01 -0,32 4,43 x 10-6 0,99

Nas TABELAS 24 e 25, estdo apresentadas as informacdes referentes ao
ajuste das correlacdes de Othmer-Tobias e Hand aos dados de experimentais de
ELL dos LI-SDFA estudados no presente trabalho, a fim de verificar sua consisténcia
termodinamica. Os gréaficos de correlacdo estdo apresentados no APENDICE III.
Como pode ser verificado, visto que os coeficientes de determinacdo R?
apresentaram valores superiores a 0,95, pode-se afirmar que os dados extraidos

sdo termodinamicamente consistentes.

TABELA 24 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA
O SISTEMA BMI.BF, (1) + SAL DE SODIO (3) + H,0 (2)

SAL F G R?
Na,SO, -6,35 2,37 0,99
NaNO, -2,76 2,00 0,99

TABELA 25 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELACAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA
BMI.BF, (1) + SAL DE SODIO (3) + H,0 (2)
SAL F G’ R?
Na,SO, -7,18 2,90 0,99
NaNO, -2,62 5,38 0,99
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43 SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS COM ADICAO DE CAFEINA:
DADOS DE ELL E COEFICIENTES DE PARTICAO

Nesta secdo sao apresentados os dados de ELL dos SDFA convencionais e
compostos por LI (LI-SDFA) com adicdo de cafeina. Todos o0s sistemas
apresentados na secdo anterior foram avaliados quanto a particdo deste
componente. Além destes, foram acrescentados dois SDFA com adicdo de cafeina
(PEG 4000 + Na,SO,4 + H,O e PEG 6000 + Na,SO4 + H,O em T = 25 °C) com o
objetivo de investigar o efeito da massa molar do polimero na particdo da cafeina.

4.3.1 SDFA convencionais

4.3.1.1 Efeito da MM de PEG na particdo da cafeina

Nos experimentos de particdo com o objetivo de avaliar a influencia da MM do
PEG na particdo da cafeina foram utilizados PEG de duas MM (4000 e 6000 g.mol™)
e a temperatura de 25 °C. Nas FIGURAS 35 e 36 estdo apresentados os diagramas
de fases para o sistema aquoso PEG (4000/6000) + Na,SO, + H,O + CAFEINA na
temperatura de 25 °C. Na TABELA 26 estdo apresentadas composi¢cdes das fases
de topo e de fundo, o comprimento e a inclinacdo das linhas de amarracdo, bem

como o coeficiente de particdo da cafeina nos sistemas.
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FIGURA 35 — LINHAS DE AMARRAGAO PARA O SISTEMA PEG 4000 + Na,SO, + H,0 + CAFEINA
EMT=25°C
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FIGURA 36 — LINHAS DE AMARRACAO PARA O SISTEMA PEG 6000 + Na,SO, + H,0 + CAFEINA
EMT=25°C

Analisando a TABELA 26, pode-se perceber que ambos os sistemas
envolvendo PEG 4000 e PEG 6000 apresentaram comportamento de ELL e de
particdo de cafeina similares. Em relacdo ao coeficiente de particdo, pode-se
observar que para todas as condigbes investigadas, este apresentou valores
maiores que 1 (k > 1), indicando que a cafeina particionou preferencialmente na fase

de topo (fase organica, rica em PEG).



TABELA 26 — COMPOSICOES GLOBAIS E DAS FASES DE TOPO E DE FUNDO, COMPRIMENTO E INCLINAGAO DAS LINHAS DE AMARRAGAO E

COEFICIENTE DE PARTICAO DE CAFEINA PARA O SISTEMA PEG 4000/6000 + Na,SO, + H,O + CAFEINA EM T = 25 °C

SDFA: PEG 4000 + Na,SO, + H,O + CAFEINA

COMPOSICAO GLOBAL

COMPOSICAO TOPO

COMPOSICAO FUNDO

LA = PEG SAL Cafeina PEG SAL Cafeina PEG SAL Cafeina CLA  ILA k
(%om/m)  (%m/m) (%om/m) (%m/m) (Yom/m) (%om/m) (Yom/m)  (%m/m) (%om/m)
1 17,4 5,4 3,86 x 10 20,6 43 4,22 x 107 2,6 10,3 2,20 x 10* 19,0 -3,00 2,22
2 18,2 5,5 3,83 x 107 23,0 3,8 4,24 x 10* 1,1 11,7 2,19 x 10* 24,8 2,76 2,31
3 18,9 5,6 3,82 x 10* 24,8 3,5 4,29 x 10* 0,9 12,2 2,15 x 10* 25,5 2,75 2,42
4 20,3 6,0 3,77 x 10* 28,5 2,8 4,36 x 10* 0,3 13,6 2,01 x 10* 30,2 -2,63 2,72
SDFA: PEG 6000 + Na,SO, + H,O + CAFEINA
COMPOSICAO GLOBAL COMPOSICAO TOPO COMPOSICAO FUNDO
LA PEG SAL Cafeina PEG SAL Cafeina PEG SAL Cafeina CLA ILA k
(%om/m)  (%m/m) (%om/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (%om/m)  (%om/m) (%m/m)
1 16,9 5,1 3,88 x 107 19,3 4.4 4,19 x 10* 5,7 8,7 2,45 x 101 14,2 -3,17 1,92
2 17,5 5,3 3,86 x 107 21,6 3,9 4,25 x 10* 2,9 10,3 2,50 x 10* 19,9 -2,90 1,98
3 18,3 5,6 3,84 x 107 245 3,3 4,24 x 107 2,0 11,0 2,55 x 10* 25,0 -2,80 2,00
4 19,0 5,7 3,76 x 107 26,6 3,0 4,49 x 10* 1,1 12,1 2,04 x 10* 27.1 2,76 2,71

€8
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Ferreira et al. (2011) estudaram a influéncia de adicdo de sais na particdo de
diversos solutos nao idnicos, inclusive cafeina, em SDFA empregando PEG 8000 e
Na2S04. No trabalho desses autores também foram encontrados valores de
coeficientes de particdo maiores que 1 (k = 1,9). No presente trabalho, o valor médio
de coeficiente de particdo de cafeina encontrado para o sistema com PEG 4000
(k médio = 2,42) é ligeiramente superior ao coeficiente de particdo de cafeina do
sistema com PEG 6000 (kmédio = 2,15) e ambos sdo superiores ao valor
encontrado por Ferreira et al. (2011).

O menor valor de coeficiente de particdo encontrado por Ferreira et al. (2011)
pode estar relacionado com a maior massa molar do PEG 8000 quando comparada
aos PEG 4000 e 6000 (empregados neste trabalho). O volume ocupado pelo PEG
8000 na fase topo € maior, e entdo menos espaco livre € remanescente para a
cafeina nessa fase, reduzindo o valor do coeficiente de particao.

Analisando a TABELA 26 observa-se também que o coeficiente de particao
aumentou com o aumento do comprimento da linha de amarracdo (CLA). Este
comportamento foi observado para diferentes biomoléculas em diferentes SDFA
envolvendo PEG e sal inorganico (FARAVASH et al. 2007; RAMYADEVI et al. 2012;
NAGARAJA e IYYASWAMI 2013), embora se saiba que existe um CLA no qual a
alta concentracdo dos componentes nas fases pode influenciar negativamente
(diminuir) o coeficiente de particdo, ou seja a afinidade da molécula com a fase.

As linhas de amarracdo obtidas do experimento de particdo foram testadas
quanto a sua consisténcia termodinamica. Na TABELA 27 estdo apresentados os
dados referentes a correlagdo de Othmer-Tobias (1942). Ja na TABELA 28 estéo
apresentados os dados referentes a correlacdo de Hand (1930). Os graficos de
correlagdo estdo apresentados no APENDICE Ill. Analisando os coeficientes de
determinacdo (R?) pode-se afirmar que ha consisténcia termodinamica nos dados

obtidos ja que estes valores sédo préoximos de 1, indicando que ha correlacéo.

TABELA 27 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORREITAC;AO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA
O SISTEMA PEG + Na,S0O, + H,O + CAFEINAEM T =25 °C

MM PEG F G R®

4000 -1,60 1,33 0,97
6000 2,39 0,24 0,97
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TABELA 28 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELAGAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA
PEG + Na;SO, + H,O + CAFEINAEM T =25 °C

MM PEG = G’ R?
4000 -1,78 1,45 0,98
6000 2,34 0,18 0,97

4.3.1.2 Efeito da temperatura na particdo da cafeina

Neste caso, utilizou-se SDFA PEG 400 + Na,SO4 + H,O pois a transferéncia
de massa é facilitada devido a menor MM do polimero. As mesmas temperaturas
utilizadas nas sec¢des anteriores (20, 40 e 60 °C) foram investigadas quanto ao seu
efeito na particdo da cafeina. Foi analisado também se a adi¢cao da cafeina ao SDFA
apresenta algum efeito nos dados de ELL do sistema.

Nas FIGURAS 37, 38 e 39 estdo apresentados os diagramas de fases para o
sistema aquoso PEG 400 + Na,SO, + H,O + Cafeina nas temperaturas de 20, 40 e
60 °C, respectivamente. Na TABELA 29 estao apresentadas composicdes das fases
de topo e de fundo, bem como o comprimento das linhas de amarracdo (CLA) e a
inclinacdo das linhas de amarracédo (ILA) e o coeficiente de particdo de cafeina para
0S mesmos sistema e temperaturas. No APENDICE IV, as linhas de amarracédo para

tais sistemas sao apresentadas concomitantemente.
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FIGURA 37 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRAGCAO PARA O SISTEMA PEG 400 +
Na,SO,4 + H,O + CAFEINAEM T =20 °C
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FIGURA 38 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRAGAO PARA O SISTEMA PEG 400 +
Na,SO,4 + H,O + CAFEINAEM T =40 °C
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FIGURA 39 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRAGCAO PARA O SISTEMA PEG 400 +
Na,SO,4 + H,O + CAFEINAEM T =60 °C



TABELA 29 - COMPOSIGOES GLOBAIS E DAS FASES DE TOPO E DE FUNDO, COMPRIMENTO E INCLINAGAO DAS LINHAS DE AMARRAGAO E
COEFICIENTE DE PARTICAO DE CAFEINA PARA O SISTEMA PEG 400 + Na,S0, + H,0 + CAFEINA EM T = 20, 40 E 60 °C

COMPOSICAO GLOBAL COMPOSICAO TOPO COMPOSICAO FUNDO
T LA Na,SO, PEG 400 Cafeina Na,SO, PEG 400 Cafeina Na,SO, PEG 400 Cafeina CLA LA i
(°C) (%om/m) (%om/m) (%om/m) (%om/m) (%om/m) (%om/m) (%om/m) (%m/m) (%m/m)
1 8,6 24,2 3,36 x 10™ 4,9 31,2 4,1x10" 19,1 4,4 1,2x10" 30,3 -1,88 3,94
2 8,9 25,2 3,30 x 10 4,1 34,2 42x10" 20,5 33 1,0x10™ 35,0 -1,89 5,10
20 3 9,1 25,4 3,28 x 10™ 3,9 35,0 - 21,3 2,6 - 36,8 -1,86 NA*
4 9,3 26,0 3,23x10™ 35 36,6 4,4x10" 22,6 1,9 5,3x 107 41,3 -1,82 10,45
5 9,6 26,5 3,20 x 10™ 3,2 37,9 - 23,4 1,5 - 41,6 -1,81 NA*
6 9,7 26,8 3,17 x10™ 3,0 39,0 45x 10" 23,8 1,4 4,1x10% 42,8 -1,81 13,97
1 8,6 24,2 3,36 x 10" 6,0 29,9 4,2x10™" 15,9 8,3 9,0x107 23,7 -2,18 5,57
2 8,9 25,1 3,30x 10™ 5,1 32,9 - 18,2 55 - 30,4 -2,10 NA*
3 9,0 25,4 3,28 x 10 4,7 34,7 4,4x10™ 18,5 5,1 8,9x10” 32,7 2,14 6,21
40 4 9,3 25,9 3,24 x 10 4,3 36,4 4,4x10™" 19,6 4,1 7,6x107 35,7 -2,11 7,57
5 9,6 26,2 3,22x 10" 41 37,5 - 20,8 31 - 38,2 -2,05 NA*
6 9,8 26,9 3,17 x 10™ 3,6 39,9 4,6x10™" 21,1 2,9 5,3x107 40,9 211 11,56
1 8,7 24,0 3,37x 10" 5,8 30,4 4,4x10™" 15,5 8,5 9,9x10~ 23,9 -2,27 5,26
2 9,0 24,7 3,32x 10" 4,9 33,8 4,5x10™ 17,3 6,0 8,8x10% 30,4 -2,24 6,42
50 3 9,1 25,4 3,28x 10" 4,4 36,0 4,7x10™" 17,9 5,4 6,9x107 334 -2,28 8,66
4 9,2 26,1 3,23x 10™ 4,0 38,0 - 18,9 4,4 - 36,8 -2,26 NA*
5 9,6 26,2 3,22x 10" 3,6 40,1 - 19,1 41 - 39,3 2,31 NA*
6 9,7 26,9 3,17 x10™ 33 41,8 4,9x10™ 19,9 35 4,4x10* 41,8 -231 1543

*NA = N&do Avaliado. (Mesmo para os casos nos quais era possivel montar 6 sistemas, optou-se por avaliar a particdo da cafeina em apenas 4 sistemas, escolhidos
aleatoriamente, com o objetivo de manter o padrao na quantidade de sistemas analisados)

[e¢]
~N
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Em relacdo ao coeficiente de particdo da cafeina, como pode ser observado
na TABELA 29, houve um aumento deste com o aumento do comprimento da linha
de amarracdo em todas as temperatura estudadas. Isto j4 era esperado, conforme
visto e discutido anteriormente na subsecédo 4.3.1.1. Entretanto, vale salientar que
para o sistema em questdo (PEG 400 + Na,SO,4 + H,0) os coeficientes de particao,
em todas as temperaturas investigadas, apresentaram valores superiores aos
obtidos para os sistemas PEG 4000/6000 + Na,SO; + H,O em T = 25 °C,
apresentados subsecéo 4.3.1.1.

Da TABELA 29, pode-se notar que o maior valor de coeficiente de particao
(15,44) foi obtido na temperatura de 60 °C. Visto que para os sistemas PEG 400 +
Na,SO, + H,O em todas as temperaturas investigadas as composicoes globais das
linhas de amarracédo apresentaram valores similares e que, assim, a diferenca entre
eles, atribuida pela temperatura, é a inclinacdo média da linha de amarracao, pode-
se deduzir que o coeficiente de particdo de cafeina no SDFA PEG 400 + Na,SO,4 +
H,O aumenta com o aumento do valor absoluto médio da inclinacdo da linha de
amarracao.

Na TABELA 30 estdo apresentados os valores médios da inclinacdo da linha
de amarracdo em cada temperatura investigada. Para o sistema com adi¢cdo de
cafeina, pode-se observar que a adicdo deste componente ndo exerce grande
influéncia sobre os dados de equilibrio do sistema (para comparacao, vide FIGURAS
23, 24 e 25 e TABELA 15), principalmente para a temperatura mais baixa (20 °C).
Nas temperaturas maiores (40 e 60 °C), as diferencas entre as composi¢cOes das
fases topo (rica em PEG) e da fase fundo (rica em sal) estdo relacionadas com a
inclinagdo das linhas de amarracdo, que para os sistemas com adicdo de cafeina
apresentou valores médios mais baixos. Esta diminuicdo na inclinacdo média da
linha de amarracédo pode estar relacionada com o comportamento hidrofilico das
moléculas de cafeina, que podem carregar moléculas de agua para a fase rica em

PEG (na qual se particionam) diminuindo a concentracao de PEG nessa fase.

TABELA 30 - INCLINACAO MEDIA DAS LINHAS DE AMARRAGCAO DO SISTEMA PEG 400 +
Na,SO, + H,O + CAFEINA EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Temperatura (°C) Inclinacdo das LA
20 -1,84 £ 0,03
40 -2,11 £ 0,03

60 -2,28 + 0,03




89

Os dados de ELL dos sistemas PEG 400 + Na,SO, + H,O + CAFEINA
utiizados no estudo de particdo foram testados quanto a sua consisténcia
termodinamica. Nas TABELAS 31 e 32 estdo apresentados os dados relacionados
do ajuste das correlacbes de Othmer-Tobias (1942) e de Hand (1930),
respectivamente. Os gréficos de correlacdo para esse sistema com adicdo de
cafeina estdo apresentados no APENDICE IIl. Visto que os coeficientes de
determinacdo (R?) apresentaram valores préximos de 1 pode-se afirmar que os

dados obtidos apresentam consisténcia termodinamica.

TABELA 31 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELAGAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA
O SISTEMA PEG 400 (1) + Na,SO, (3) + H,0 + CAFEINA (2)
Z

Temperatura (°C) F G R
20 -0,87 1,14 0,99
40 -1,13 1,20 0,96
60 -1,96 1,66 0,97

TABELA 32 - PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELAGAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA
PEG 400 (1) + Na,SO, (3) + H,O + CAFEINA (2)

Temperatura (°C) F’ G’ R®
20 -1,00 1,23 0,98
40 -1,39 1,39 0,96
60 -2,37 1,97 0,97

Os valores de coeficiente de particdo apresentados na TABELA 29 estdo

graficamente representados na FIGURA 40.
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FIGURA 40 — INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO COMPRIMENTO DA LINHA DE
AMARRACAO NO COEFICIENTE DE PARTICAO DA CAFEINA EM PEG 400 +
Na,SO, + H,0
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Analisando os resultados apresentados nesta secdo juntamente com o0s
apresentados na subsecédo 4.3.1.1 (avaliagdo da influéncia da MM do PEG na
particdo da cafeina) pode-se afirmar que o efeito salting-out foi mais pronunciado na
particdo da cafeina no sistema aquoso PEG + Na,SO, ja que o coeficiente de
particdo apresentou valores que confirmam (além da analise espectrofotométrica)
que a concentracdo de cafeina é maior na fase topo do que na fase fundo. Além
disso, é possivel afirmar que o efeito salting-out apresentou maior influéncia do que
o comportamento hidrofilico da cafeina (que levaria a molécula a particionar na fase
fundo, mais hidrofilica). Isto pode ter acontecido devido ao fato de a alta
concentragdo de sal na fase fundo aumentar a hidrofobicidade desta fase, levando a
diminuicdo da solubilidade dada a grande quantidade de ions de sal competindo
pelas moléculas de agua (ZASLAVSKY et al., 1982).

4.3.1.3 Efeito do sal inorganico na particao da cafeina

Baseado no conhecimento de diferentes efeitos causados por anions
caotropicos ou cosmotrépicos na solubilidade de uma molécula em solucdes
aguosas, a influéncia do sal inorganico na particdo de cafeina foi investigada. Na
TABELA 33 estdo apresentados os dados de ELL provenientes do experimento de
particdo, bem como o coeficiente de particdo da cafeina nos sistemas estudados. Os
diagramas de fases obtidos neste trabalho para o sistema PEG 1500 + Sal de Soédio
+ H,O + Cafeina a 25 °C estdo apresentados nas FIGURAS 41 e 42. No APENDICE

IV, os mesmos diagramas sao apresentados simultaneamente.



91

50 g i ; ; — .

40 |

20

PEG 1500 (% m/m)

10

.

0 i L i 1 i “h-- "
0 5 10 15 20 25

Na,SO, (% m/m)

FIGURA 41 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRAGCAO PARA O SISTEMA PEG 1500 +
Na,SO, + H,O + CAFEINAEM T =25 °C
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FIGURA 42 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRAGCAO PARA O SISTEMA PEG 1500 +
NaNO; + H,O + CAFEINAEM T =25 °C

Como pode ser observado na TABELA 33, o coeficiente de particdo de
cafeina (K) aumentou de acordo com o aumento no CLA tanto no sistema com sal
cosmotropico (Na,SO,4) quanto no sistema com sal caotropico (NaNO3z). No entanto,
no primeiro caso foram atingidos maiores coeficientes de particdo. No caso do
NaNO3; pode-se sugerir que a cafeina ndo particionou nem na fase topo, nem na
fase fundo e sim na interface do sistema, ja que os coeficientes de particdo foram
proximos de 1. Isto pode ser decorrente do fato de que o sal caotrépico esta
associado ao efeito salting-in e juntamente com efeito de excluséo do polimero (PEG

1500), a cafeina ndo mostrou grande afinidade por nenhuma das fases.



TABELA 33 - COMPOSIGOES GLOBAIS E DAS FASES DE TOPO E DE FUNDO, COMPRIMENTO E INCLINAGAO DAS LINHAS DE AMARRAGAO E
COEFICIENTE DE PARTICAO DA CAFEINA PARA O SISTEMA PEG 1500 + SAL DE SODIO + H,0 + CAFEINAEM T = 25 °C

SDFA: PEG 1500 + Na,SO, + H,0 + CAFEINA

COMPOSICAO GLOBAL

COMPOSICAO TOPO

COMPOSICAO FUNDO

LA " PEG SAL Cafeina PEG SAL Cafeina PEG SAL Cafeina  CLA ILA k
(%om/m)  (%m/m) (Yom/m) (%om/m)  (%m/m) (Yom/m) (%om/m) (%om/m) (%om/m)
1 24,1 8,6 3,36 x 10 40,0 1,5 50 x 10" 0,1 19,5 89x102 437 222 176
2 24,9 8,9 3,31 x10* 41,5 1,3 51x10' 0,7x10" 20,1 72x102 455 -220 9,81
3 25,3 9,1 3,28 x 10 43,3 1,1 ] 0,5x10* 20,4 . 473 -2,24  NA*
4 25,9 9,3 3,24 x 10 43,9 1,0 51x10t  0.3x10™ 21,0 63x10° 486 -219 1164
5 26,2 9,5 3,22 x 10 45,0 0,9 ] 0,2x10* 21,4 . 494 -220 NA*
6 26,9 9,7 3,17 x 10" 46,2 0,8 51x10%  0,1x10" 22,0 46x102 508 -2,18 16,29
~ SDFA: PEG 1500 + NaNO; + H,0 + CAFEINA
COMPOSICAO GLOBAL COMPOSICAO TOPO COMPOSICAO FUNDO
LA~ PEG SAL Cafeina PEG SAL Cafeina PEG SAL Cafeina  CLA ILA k
(%om/m)  (Y%om/m) (Y%om/m) (%om/m)  (%m/m) (%m/m) (%m/m) (%m/m) (%om/m)
1 14,5 35,4 2,50 x 10? 19,9 33,1 2 47 x 101 8,1 38,2 2,54 x 101 12,9 -2,29 1,11
2 15,4 35,7 2,44 x 10? 24,4 31,8 2 44 x 101 6,1 39,7 2,45 x 101 19,9 -2,32 1,23
3 15,9 36,3 2,39 x 10" 28,1 31,0 248x 10! 455 41,3 230x10" 476 -228 143
4 16,8 36,7 2,32 x 10" 32,1 30,1  235x10! 3,7 42,3 230x10" 302 -234 146

*NA = N&o Avaliado. (Mesmo para 0s casos nos quais era possivel montar 6 sistemas, optou-se por avaliar a particdo da cafeina em apenas 4 sistemas, escolhidos
aleatoriamente, com o objetivo de manter o padrao na quantidade de sistemas analisados)

6
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Nas TABELAS 34 e 35 estdo apresentados os parametros ajustaveis das
correlagdes de Othmer-Tobias e Hand, respectivamente, a fim de verificar a
consisténcia termodinamica dos dados obtidos. Os graficos de correlagcdo para
analise de consisténcia termodinamica desses sistemas estdo apresentados no
APENDICE lIl. Com base nessas informacées pode-se verificar que ha consisténcia
termodinamica dos dados obtidos, j& que o coeficiente de determinacdo (R?)

apresenta valores superiores a 0,95.

TABELA 34 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA
O SISTEMA PEG 1500 (1) + SAL DE SODIO (3) + H,O + CAFEINA (2)

SAL F G R?
Na,SO, -1,91 1,62 0,97
NaNO; -0,37 3,66 0,99

TABELA 35 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELAGAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA
PEG 1500 (1) + SAL DE SODIO (3) + H,O + CAFEINA (2)

SAL F G’ R?
Na,SO, -1,86 1,58 0,97
NaNO, -1,54 6,99 0,99

4.3.2 LI-SDFA

Nesta subsecdo sdo apresentados os dados de ELL dos LI-SDFA com
presenca de cafeina e a particdo de cafeina nesses sistemas foi investigada. Na
TABELA 36 estdo apresentados, as composi¢coes globais utilizadas, as composi¢des
das fases de topo e de fundo, bem como o comprimento das linhas de amarracao
(CLA) e a inclinagdo das linhas de amarracdo (ILA), obtidos apds o periodo de
equilibrio. Os diagramas de fases obtidos neste trabalho para o sistema BMI.BF, +
Sal de Sodio + H,O + Cafeina a 25 °C estdo apresentados nas FIGURAS 43 e 44.
No APENDICE 1V, tais diagramas sdo apresentados simultaneamente, com o
objetivo de se obter uma melhor visualizagdo da diferenca apresentada pelos

mesmaos.
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FIGURA 43 — CURVA BINODAL E LINHAS DE AMARRAGCAO PARA O SISTEMA BMI.BF, + Na,SO,
+ H,O + CAFEINAEM T =25 °C
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FIGURA 44 — BINODAL E LINHAS DE AMARRAC}AO'OBTIDAS NESTE TRABALHO PARA O
SISTEMA BMI.BF4 + NaNO3 + H,O + CAFEINAEM T =25 °C



TABELA 36 - COMPOSIGOES GLOBAIS E DAS FASES DE TOPO E DE FUNDO, COMPRIMENTO E INCLINAGAO DAS LINHAS DE AMARRACAO E
COEFICIENTE DE PARTICAO DA CAFEINA PARA O SISTEMA BMI.BF, + SAL DE SODIO + H,O + CAFEINAEM T =25 °C

LI-SDFA: BMI.BF, + Na,SO, + H,0O + CAFEINA

COMPOSICAO GLOBAL COMPOSICAO TOPO COMPOSICAO FUNDO
LA LI SAL Cafeina LI SAL Cafeina LI SAL Cafeina  CLA ILA k
(Yom/m)  (%m/m) (Yom/m) (Yom/m)  (%om/m) (Yom/m) (Yom/m) (%om/m) (%om/m)
1 27,0 5,8 3,36 x 10™ 15,4 7,6 ] 55,6 1,6 . 40,7 -6,68 NA*
2 28,1 6,0 3,29 x 101 14,3 8,1 256 x 10" 59,1 1,4 4,96 x 10 453 -6,73 3,81
3 28,7 6,2 3,25 x 10™ 13,3 8,6 . 61,1 1,3 . 48,4 -6,58 NA*
4 29,4 6,3 3,21 x 10" 12,7 8,9 238 x 10 63,2 1,2 488x10° 511 -6,58 4,51
5 30,5 6,5 3,15 x 10™ 11,8 9,4 219 x 10 65,6 1,1 4,96x 101 544 -6,50 5,37
6 31,0 6,7 3,12 x 10™ 11,3 9,7 246 x 10 67,2 1,1 433x10% 565 -6,46 4,38
~ LI- SDFA: BMI.BF, + NaNO; + H,O + CAFEINA
COMPOSICAO GLOBAL COMPOSICAO TOPO COMPOSICAO FUNDO
LA LI SAL Cafeina LI SAL Cafeina LI SAL Cafeina CLA ILA k
(%m/m) (%m/m)  (%m/m)  (%m/m)  (%m/m) (%m/m) (%m/m)  (%m/m) (%om/m)
1 48,7 21,9 1,47 x 10" 40,9 25,5 6,46 x 10 65,2 14,3 1,85 x 10 26,8 2,16 1,75
2 49,2 22,3 1,42 x 10" 37,3 27,8 5,38 x 102 69,5 12,9 1,94 x 10™ 35,5 2,16 1,82
3 50,1 22,8 1,36 x 10 33,1 30,7 3,99 x 102 73,9 11,6 2,04x10" 424 2,13 2,05
4 51,2 22,9 1,29 x 10 31,3 32,1 3,30 x 102 78,7 10,3 1,99 x 10™ 55,0 2,18 1,81

*NA = N&o Avaliado. (Mesmo para 0s casos nos quais era possivel montar 6 sistemas, optou-se por avaliar a particdo da cafeina em apenas 4 sistemas, escolhidos
aleatoriamente, com o objetivo de manter o padrao na quantidade de sistemas analisados)

S6



96

Analisando a TABELA 36 € possivel observar que a adi¢do de cafeina ao IL-
SDFA néo apresenta grande influéncia nos dados de ELL do sistema, visto que h&a
apenas uma leve diminuicdo no valor absoluto da média da ILA para o sistema
BMI.BF; + Na,SO4 + H,O + Cafeina. Isso, mais uma vez, pode ser explicado pela
alta afinidade com agua apresentada pela cafeina, que também tem mais afinidade
pela fase rica em LI, reduzindo a concentracédo de LI nesta fase (pela presenca de
agua e da propria cafeina).

A afinidade da cafeina pela fase rica em LI pode ser confirmada pelo
coeficiente de particdo (k) que apresentou valores maiores que 1 nos sistemas
investigados. Entretanto é possivel perceber que para o sistema envolvendo NaNO3
(anion caotrépico), o efeito do sal como agente particionante foi consideravelmente
inferior, de forma que o coeficiente de particdo da cafeina neste sistema foi reduzido
praticamente pela metade.

Ventura et al. (2009) observaram que os ions do liquido iénico que induzem
ao efeito salting-in tendem a favorecer a particdo da molécula para a fase rica em
liquido i6nico, enquanto que os ions indutores do efeito salting-out tendem a inibir
esse comportamento. Além disso, para o liquido i6nico utilizado neste trabalho,
acredita-se que o cation [BMI]+ seja cosmotrépico (induz ao salting-out) e o0 anion
BF4-, caotrépico (induz ao salting-in) (ZHAO, 2006), sabendo que o efeito do anion é
mais pronunciado do que o efeito do cation, o liquido ibnico utlizado induz ao
salting-in, o que corrobora o coeficiente de particdo obtido no presente trabalho.
Assim, pode-se afirmar que o coeficiente de particdo tende a seguir a série de
Hofmeister.

Os dados de experimentais de ELL dos LI-SDFA com adicdo de cafeina
estudados no presente trabalho foram investigados quanto a sua consisténcia
termodinamica e as informacdes referentes ao ajuste das correlagbes de Othmer-
Tobias e Hand estdo apresentadas nas TABELAS 37 e 38, respectivamente. Os
graficos das correlagdes estdo disponiveis no APENDICE lll. Como pode ser
verificado nas TABELAS 37 e 38, os dados obtidos sao termodinamicamente
consistentes, visto que os coeficientes de determinacdo R? apresentaram valores

superiores a 0,95.
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TABELA 37 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA
O SISTEMA BMI.BF, (1) + SAL DE SODIO (3) + H,0 + CAFEINA (2)

SAL F G R?
Na,SO, -4,68 1,78 0,99
NaNO; -2,72 1,98 0,96

TABELA 38 — PARAMETROS AJUSTAVEIS DA CORRELAGCAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA
BMI.BF, (1) + SAL DE SODIO (3) + H,O + CAFEINA (2)

SAL F’ G’ R®
Na,SO, -5,25 2,15 0,99
NaNO; -2,59 5,35 0,95

4.3.3 SDFA versus LI-SDFA para particdo da cafeina

Nesta subsecdo € apresentada uma analise comparativa entre os resultados
de coeficiente de particAo de cafeina obtidos para os sistemas de duas fases
aquosas convencionais (SDFA) e os sistemas compostos por liquido i6nico (LI-
SDFA).

Vérios fatores devem ser considerados para avaliacdo desse parametro, entre
eles: MM do polimero, temperatura dos sistemas, composicfes globais dos sistemas
(e consequentemente CLA) e natureza do sal inorganico. Nesse sentido, a partir dos
resultados obtidos neste trabalho, pode ser facilmente observado que:

(a) Para todos os sistemas envolvendo o sal de anion cosmotrépico, Na,SOg,,
independente da temperatura, os SDFA compostos por PEG de alta MM
(4000 e 6000 g.mol™) apresentaram menor valor de coeficiente de particdo
quando comparado aos valores obtidos nos SDFA compostos por PEG de
baixa MM (400 e 1500 g.mol™) ou BMI.BF,4 conforme ilustrado na FIGURA 45.
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Coeficiente de particdo (K)

PEG 400 PEG 1500 PEG4000 PEG 6000 LI

FIGURA 45 - MELHORES VALORES DE COEFICIENTE DE PARTIGAO PARA OS
SISTEMAS PEG*BMI.BF#* © Na;SO, + H,O (onde *T = 20 °C e
T = 25 °C)

(b) Para todos os sistemas envolvendo o sal de anion caotropico, NaNOsg,
independente da fase organica (PEG ou LI), os valores de coeficiente de
particdo obtidos foram sempre inferiores aos valores obtidos aplicando
Na,SO,4. No entanto, para o sistema composto por LI o coeficiente de particao

obtido foi ligeiramente superior comparado ao valor obtido para o SDFA

convencional, conforme pode ser verificado na FIGURA 46.
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FIGURA 46 — MELHORES VALORES DE COEFICIENTE DE PARTICAO PARA OS
SISTEMAS PEG/BMI.BF, " NaNOj; + H,0 EM T = 25 °C
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(c) Analisando os resultados, é possivel afirmar que para o0s sistemas

convencionais o melhor valor de coeficiente de particdo foi obtido no sistema
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PEG 1500 + Na,SO4 + H,O em T = 25 °C. Comparando esse valor com o
melhor valor obtido aplicando LI-SDFA (BMI.BF; + Na,SO, + H, O em T =
25 °C), pode-se observar que o primeiro é cerca de 3 vezes maior. Isto,
juntamente com as vantagens dos sistemas convencionais aplicando PEG
(disponibilidade, estabilidade, baixo custo), sugere que dentre os sistemas
investigados neste trabalho, os convencionais sdo mais indicados para

extracdo de cafeina em sistema de duas fases aquosas.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho SDFA constituidos por polietileno glicol (PEG) ou BMI.BF, e
sais de sodio foram avaliados para a particdo de cafeina. A influéncia de varios
fatores (como MM do PEG, natureza do sal inorganico e temperatura) foi investigada
tanto em relacdo aos dados de ELL dos sistemas quanto em relacéo ao coeficiente
de particdo da cafeina.

Para a investigagdo do efeito da massa molar do polietilenoglicol nas curvas
binodais foram aplicados os sistemas PEG 400/4000/6000 + Na,SO4 + H,O em
diferentes temperaturas (T = 20, 40 e 60 °C), ja nos experimentos de particdo foram
utilizados os sistemas PEG 400/4000/6000 + Na,SO,4 + H,O somente a 25 °C. Foi
observado que, para todas as temperaturas, quanto maior a MM do polimero maior a
regido de duas fases do sistema, porém menor € o coeficiente de particdo devido ao
espaco ocupado pelo polimero nas fases em que a cafeina se particiona.

A temperatura de equilibrio do sistema também apresentou influéncia no
coeficiente de particdo, apesar de nao ter apresentado grande influéncia nas das
curvas binodais, ou seja na regido bifasica. Com o aumento da temperatura foi
observado o aumento do valor absoluto médio da inclinacdo da linha de amarracéo
repercutindo no aumento do coeficiente de particdo, que por sua vez, de todos os
sistemas investigados, atingiu valor maximo (K = 15,43) para o sistema PEG 400 +
Na,SO4 + H, O em T =60 °C.

Em relacéo a natureza do sal inorganico, foi observado que, quando o sal de
anion caotropico é utilizado, € necessario que haja uma concentragdo muito maior
de sal para formar a regido bifasica e que o envelope bifasico do sistema € muito
menor quando comparado ao sal de anion cosmotrépico, o que pode ser confirmado
pelos menores valores de comprimento de linha de amarracédo (CLA) apresentados
pelo sistema com utilizagdo de sal de anion caotropico. A maior dificuldade em
formar a regido bifasica apresentada pelo sistema PEG 1500 + NaNO3 + H,Oem T =
25 °C quando comparado ao sistema PEG 1500 + Na,SO, + H,O na mesma
temperatura, somado ao fato de sais caotropicos induzirem ao efeito salting-in, foi

refletida em menores coeficientes de particdo de cafeina no sistema PEG 1500 +



101

NaNO3; + H,O de forma que o maior coeficiente observado foi K = 16,29, quando
aplicado o sal cosmostropico.

Em relacdo a substituicdo do PEG por BMI.BF, notou-se que a cafeina tem
afinidade pela fase rica em liquido ibnico e, assim como ocorreu para 0s sistemas
utilizando PEG, foi observado que maiores coeficientes de particdo de cafeina foram
conseguidos quando se utilizou o sal de anion cosmotrépico (Na,SO4) como
formador de fase. O sistema BMI.BF; + Na,SO, + H,O apresentou valor absoluto
médio de ILA maior do que comparado aos sistemas aplicando PEG, o que foi
traduzido na apresentacdo de uma fase rica em liquido ibnico com baixa presenca
de 4gua e sal inorgéanico.

Foi observado que a cafeina tem maior afinidade pelas fases pobres em sais
inorganicos, ou seja, o efeito salting-out do sal inorganico para todos os casos
investigados foi mais pronunciado. De forma geral, os SDFA compostos por PEG de
alta MM (4000 e 6000 g.mol') apresentaram baixo coeficiente de particdo quando
comparado aos sistemas compostos por PEG de baixa MM (400 e 1500 g.mol™) ou
aos LI-SDFA. De todos os sistemas estudados, o convencional constituido por PEG
1500 + Na,SO4 + H,O em T = 25 °C apresentou o melhor valor de coeficiente de
particdo de cafeina (K = 16,29) que, por sua vez € cerca de trés vezes maior do que
o melhor valor obtido aplicando LI-SDFA (BMI.BF; + Na,SO4 + H,O em T = 25 °C).

Os resultados sugerem que os SDFA convencionais estudados neste trabalho
possivelmente sejam mais indicados para a extracdo de cafeina, considerando-se
que apresentaram maiores valores de coeficiente de particdo, associados a
vantagens tais como disponibilidade, estabilidade e baixo custo. Tal analise, porém,
nao pode ser generalizada para todos os SDFA convencionais, bem como para 0s
LI-SDFA. Ainda assim, a pesquisa aqui realizada com relagéo a utilizacdo de Liquido
I6bnico em SDFA traz dados relevantes para a literatura no que diz respeito ao
equilibrio liquido-liquido do LI-SDFA, envolvendo BMI.BF,.

Espera-se, portanto, que os resultados obtidos e apresentados nesta
pesquisa possam contribuir para o desenvolvimento de trabalhos futuros no que
concerne a utilizacdo de sistemas de extracdo de compostos de origem biologica

nas industrias farmacéutica, quimica e de alimentos.
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TABELA All 1 — DADOS DE BINODAL PARA O SISTEMA PEG 6000 (1) + Na,SO, (2) + H,O EM T=
20,40e 60 °C

T=20°C T=40°C T=60"°C
PEG 6000 Na,SO4 PEG 6000 Na,SO4 PEG 6000 Na,SO4
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

43,77 1,10 30,22 2,36 31,61 2,02
38,78 1,35 27,57 2,66 27,23 2,38
33,09 1,90 24,90 3,01 25,35 2,52
29,37 2,57 21,59 3,67 23,68 3,04
29,24 2,69 17,32 4,59 20,59 3,55
23,26 3,41 13,96 5,49 17,46 4,25
18,19 3,85 12,12 6,14 15,85 4,74
15,74 4,35 9,51 6,89 14,10 5,27
13,29 4,91 4,70 7,30 12,52 5,66
12,06 5,23 2,21 8,36 10,52 5,92
9,79 5,85 1,63 8,87 7,77 6,79
7,94 6,37 1,30 14,56 4,29 7,88
5,77 7,07 2,83 8,76
2,63 8,15 2,16 9,55
1,77 9,47 0,30 14,94
1,65 9,46

0,95 10,31

0,46 14,62

0,42 14,83
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TABELA All 2 — DADOS DE BINODAL PARA O SISTEMA PEG 400 + Na,SO, + H,O EM T= 20, 40 e
60 °C

T=20°C T=40°C T=60°C

PEG 400 Na,SO4 PEG 400 Na,SO4 PEG 400 Na,SO,4
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

45,36 1,92 40,27 3,73 42,04 3,29
40,40 2,66 37,62 4,09 41,50 3,31
38,28 3,01 34,15 4,78 40,97 3,35
36,07 3,74 29,91 5,55 38,99 3,75
30,77 5,03 26,86 6,69 34,81 4,61
27,05 5,94 24,67 7,47 29,65 6,04
25,70 6,42 23,03 8,17 28,24 6,39
23,57 7,27 21,34 8,93 26,73 6,92
22,36 7,88 19,44 9,88 25,64 7,30
20,84 8,52 17,31 10,95 22,45 8,56
18,86 9,49 14,72 12,28 20,64 9,33
17,27 10,33 13,69 12,81 18,87 10,05
15,99 11,08 12,36 13,62 16,13 11,31
14,33 12,11 9,03 15,50 13,36 12,51
12,08 13,50 7,37 16,39 10,48 13,97
11,02 14,35 5,58 17,61 8,17 15,28
8,74 15,44 3,99 19,03 6,13 16,89
7,23 16,69 2,69 21,32 5,79 17,48
7,29 16,43 1,55 23,09 5,00 18,22
7,05 16,60 0,99 23,92 4,11 19,35
6,54 16,96 3,31 20,23
6,34 17,05 3,03 21,44
6,13 17,17
5,88 17,32
5,60 17,55
5,27 17,75
4,45 18,68
3,86 19,20
3,52 19,60
3,23 19,97
2,96 20,26
2,66 20,83
2,31 21,27
2,14 21,49
2,01 21,72
1,88 21,90
1,72 22,28
1,52 22,79
1,34 23,38
1,16 23,82

1,03 24,42
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TABELA All 3 - DADOS DE BINODAL PARA O SISTEMA PEG 4000 + Na,SO, + H,O EM T= 20, 40
e 60 °C

T=20°C T=40°C T=60°C

PEG 4000 Na,SO4 PEG 4000 Na,SO4 PEG 4000 Na,SO,4
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

38,33 1,66 37,37 1,87 41,60 1,43
34,15 1,98 33,45 2,09 38,77 1,56
30,28 2,43 29,95 2,49 36,02 1,74
26,26 2,82 28,77 2,97 32,32 2,03
20,26 3,97 26,51 3,51 29,74 2,44
18,32 4,44 23,25 4,15 28,40 2,84
15,59 5,14 20,30 4,83 24,88 3,49
13,82 5,65 17,31 5,64 21,67 4,09
12,65 6,02 13,38 6,60 19,29 4,83
10,60 6,69 8,38 7,74 17,80 5,30
7,25 7,89 4,64 8,53 15,25 5,87
4,34 9,04 1,59 9,58 14,19 6,14
3,44 9,45 1,35 9,83 11,69 6,67
0,30 12,55 1,038 10,51 9,52 7,04
0,23 17,28 0,80 10,66 8,58 7,38

0,63 11,77 7,85 7,62

0,56 14,54 6,41 7,89

0,13 15,13 0,74 9,27

0,11 15,42 0,53 14,56

0,10 16,10 0,53 9,90

0,06 17,90
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TABELA All 4 — DADOS DE BINODAL PARA O SISTEMA PEG 1500 + SAL DE SODIO + H,0 EM

T=25°C
Na,SO, NaNO;

PEG 1500 SAL PEG 1500 SAL PEG 1500 SAL
(%m/m) (%m/m) (%m/m) (%om/m) (%om/m) (%m/m)
0,05 21,56 3,11 13,19 3,11 43,95
0,06 21,14 3,80 12,91 4,88 40,79
0,08 20,84 3,93 12,48 6,52 39,38
0,10 20,34 4,30 12,21 8,66 37,56
0,12 19,74 4,86 11,85 11,52 36,43
0,16 19,34 5,26 11,62 13,87 35,13
0,21 18,87 5,90 11,28 16,31 34,31
0,27 18,23 6,34 11,08 19,56 33,12
0,33 17,56 6,66 10,92 23,96 31,84
0,34 17,56 7,27 10,64 27,12 31,45
0,45 17,08 7,93 10,34 31,48 30,21
0,56 16,62 8,28 10,19
0,60 16,89 8,97 9,89
0,62 16,30 9,79 9,58
0,66 16,28 10,80 9,14
0,71 16,10 12,14 8,48
0,76 16,47 13,38 8,16
0,76 16,12 15,18 7,46
0,8 15,91 16,58 6,93
0,87 15,78 18,28 6,34
0,93 15,68 21,22 5,31
1,02 15,66 22,87 4,86
1,15 15,65 25,24 4,24
1,15 15,10 27,91 3,60
1,27 14,98 31,21 2,94
1,47 14,91 34,19 2,38
1,57 14,61 36,89 1,68
1,69 14,79 38,73 1,49
1,86 14,62 42,38 1,16
1,99 14,15 45,62 0,94

2,37 13,79 48,19 0,78
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TABELA All 5 — DADOS DE BINODAL PARA O SISTEMA BMI.BF, + SAL DE SODIO + H,0 EM

T=25°C
BMI.BF, Na,SO, BMI.BF, NaNO3
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

8,27 12,98 33,87 30,62
8,87 11,77 35,19 29,58
9,79 10,79 35,67 28,84
11,43 9,45 37,34 27,73
12,37 8,54 39,61 26,09
14,23 7,74 40,80 25,72
17,7 6,47 42,57 24,13
20,36 6,04 44,56 23,33
23,28 5,44 47,37 21,61
26,51 4,6 48,18 21,43
29,86 3,86 51,83 19,65
34,2 3,34 54,83 18,24
37,22 3,08 58,14 17,31
43,87 2,35 61,24 16,03
47,47 2,01 64,93 14,57
50,07 1,89 70,03 12,55
53,32 1,6 76,55 10,83
61,36 1,28

65,87 1,16

70,48 0,99

72,79 0,88
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FIGURA Alll 1 — CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA O SISTEMA PEG 400 (3) +
Na,SO, (1) + H,0 (2) EM T = 20, 40 e 60 °C
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FIGURA Alll 2 — CORRELACAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA PEG 400 (3) + Na,SO, (1) +
H,O (2) EM T =20,40e 60 °C
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FIGURA Alll 3 - CORRELAGAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA O SISTEMA PEG 1500 (3) +
SAL DE SODIO (1) + H,0 (2) EM T = 25 °C
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FIGURA Alll 4 — CORRELAGAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA PEG 1500 (3) + SAL DE
SODIO (1) + H,0 (2) EM T = 25 °C
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FIGURA Alll 5 - CORRELAGAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA O SISTEMA BMI.BF, (3) + SAL
DE SODIO (1) + H,0 (2) EM T = 25 °C
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FIGURA Alll 6 —- CORRELACAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA BMI.BF, (3) + SAL DE SODIO
(1) + H,0 (2) EMT = 25 °C
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FIGURA Alll 7 — CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA O SISTEMA PEG 4000 (3) +
Na,SO,4 (1) + H,O + CAFEINA (2) EM T =25°C
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FIGURA Alll 8 - CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA O SISTEMA PEG 6000 (3) +
Na,SO, (1) + H,O + CAFEINA (2) EM T =25 °C
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FIGURA Alll 9 — CORRELAGAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA PEG 4000 (3) + Na,SO, (1) +
H,O (2) + CAFEINA EM T = 25 °C
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FIGURA Alll 10 — CORRELACAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA PEG 6000 (3) + Na,SO, (1) +
H,O (2) + CAFEINAEM T =25 °C
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FIGURA Alll 11 - CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA O SISTEMA PEG 400 (3) +
Na,SO0, (1) + H,0 + CAFEINA (2) EM T = 20, 40 e 60 °C
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FIGURA Alll 12 — CORRELAGAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA PEG 400 (3) + Na,SO, (1) +
H,O + CAFEINA (2) EM T = 20, 40 e 60 °C
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FIGURA Alll 13 — CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA O SISTEMA PEG 1500 (3) +

SAL DE SODIO (1) + H,O + CAFEINA (2) EM T =25 °C
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FIGURA Alll 14 — CORRELACAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA PEG 1500 (3) + SAL DE

SODIO (1) + H,O + CAFEINA (2) EM T = 25 °C

0‘0 T L T T T T L1 T T T T
02+ 3
/76 T
04+ /Z ]
.06 ~ |
E - f
B / 7
E 0,8 ,F/ |
= -
10k /
u/
/
/ J
a2k / * NasSO,
.‘ = NaNO,
_1'4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26

In[(1-w, )w,.]

FIGURA Alll 15 — CORRELACAO DE OTHMER-TOBIAS (1942) PARA O SISTEMA BMI.BF4 (3) +

SAL DE SODIO (1) + H20 + CAFEINA (2) EM T = 25 °C
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FIGURA Alll 16 — CORRELAGAO DE HAND (1930) PARA O SISTEMA PEG BMI.BF, (3) + SAL DE
SODIO (1) + H,0 + CAFEINA (2) EM T = 25 °C
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APENDICE IV
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FIGURA AIV 1 — DIAGRAMAS DE FASES CONCOMITANTES PARA OS SISTEMAS PEG 1500 +
Na,SO, + H,O E PEG 1500 + NaNO3z + H,LOEM T =25 °C
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FIGURA AIV 2 — DIAGRAMAS DE FASES CONCOMITANTES PARA OS SISTEMAS BMI.BF, +
Na,SO, + H,0 E BMI.BF, + NaNO; + H,0 EM T = 25 °C
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FIGURA AIV 3 — LINHAS DE AMARRACAO O SISTEMA PEG 400 + Na,SO, + H,O + CAFEINA A 20,
40 E 60 °C
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FIGURA AIV 4 — DIAGRAMAS DE FASES CONCOMITANTES PARA OS SISTEMAS PEG 1500 +
Na,SO, + H,O + CAFEINA E PEG 1500 + NaNO3 + H,O + CAFEINAEM T =25°
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FIGURA AIV 5 — DIAGRAMAS DE FASES CONCOMITANTES PARA OS SISTEMAS BMI.BF, +
Na,SO, + H,O + CAFEINA E BMI.BF, + NaNO; + H,O + CAFEINAEM T =25 °C



