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RESUMO

GANDOLFI, O. R. R. Caracterizacgao de sistemas aquosos bifasicos compostos por liquido
ibnico, PEG e 4gua e aplicacdo na parti¢ido de a-amilase. Itapetinga — BA: UESB, 2016.
93p. (Dissertagcdo — Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos).*

A procura crescente por métodos seguros e eficazes para a separacdo de materiais bioldgicos
combinando as propriedades vantajosas do polietileno glicol (PEG) e liquido iénico (IL), levou
a aplicacOes atraentes e promissoras dos novos sistemas aquosos bifasicos. Diante do exposto,
foram determinados dados de equilibrio de sistemas compostos por cloreto de 1-etil-3-metil-
imidazolio + PEG (1500g.mol™ ou 4000g.mol™?) + agua nas temperaturas de (293,15, 303,15,
313,15 e 323,15) K, além das propriedades termofisicas do cloreto de 1-etil-3metil-imidazdlio
e dos PEGs em funcdo da fracdo massica e temperaturas. Foi realizada também a particdo da
amilase na forma pura nos sistemas compostos por LI-PEG, avaliando a atividade amilasica e
contedo proteico. A densidade, indice de refracdo e a condutividade elétrica, foram
determinadas experimentalmente e as demais propriedades (volume especifico aparente,
coeficiente de expansdo térmica e volume molar de excesso) obtidas por correlacdes
matematicas. Os dados de equilibrio foram determinados utilizando 0 método turbidimétrico.
A densidade e o indice de refracdo das misturas binarias aumentaram com a elevacdo da fragcéo
massica dos constituintes e diminuiram com a elevagdo da temperatura, enquanto que o volume
especifico aparente apresentou comportamento contrario. A condutividade elétrica apresentou
um comportamento polinomial quadratica com o aumento da fracdo massica dos polimeros e
polinomial linear para o LI. Modelos representando efeitos combinados entre a temperatura e
fracdo massica dos constituintes foram ajustados e apresentaram bom ajuste. O coeficiente de
expansdo térmica das solugdes aquosas aumentou com a elevacdo da temperatura e fracdo
massica dos constituintes. Foram observados também valores negativos para o volume molar
de excesso para misturas binarias do LI e agua. Foi verificado que a diminuicéo da temperatura
e 0 aumento da massa molar dos PEGs favorecem a formacdo de duas fases. Por fim, foi
observado que a a-amilase teve preferéncia pela fase inferior composta por PEG nos sistemas
compostos por PEG + LI e que os sistemas constituidos por PEG 1500 apresentaram melhores
resultados. Os resultados encontrados sugerem que tal sistema pode ser utilizado para a
separacao de biomoléculas, como as a-amilase.

Palavras-chave: extracdo liquido-liquido, diagrama de fases, temperatura, fragdo méassica

* Orientador (a): Renata Cristina Ferreirra Bonomo, DSc., UESB. Co-orientadores: Rafael da
Costa Ilhéu Fontan, DSc., UESB; Cristiane Martins Veloso, DSc., UESB.



ABSTRACT

GANDOLFI, O. R. R. Caracterization of aqueous two-phase systems composed per ionic
liquid, PEG and water and application in the partition a-amylase. Itapetinga— BA: UESB,
2015. 93 p. (Dissertation — Master’s in Engineering and Food Science).*

The growing demand for safe and effective procedures for the separation of biological materials
combined the advantageous properties of polyethylene glycol (PEG) and ionic liquid (IL), led
to promising and attractive applications of the new aqueous two-phase systems. Thus, were
determined equilibrium data in systems composed per 1-ethyl-3-methylimidazolium chloride +
polyethylene glycol (1500 g.mol™ ou 4000 g.mol™?) + water at the temperatures (293,15, 303,15,
313,15 e 323,15) K, besides the thermophysical properties of the individual componentes in
function of the mass fraction and temperature. Was carried also out the partition of amylase in
pure form in systems composed of LI-PEG, assessing the amylase activity and protein content.
The specific mass, refractive index and electrical conductivity were determined experimentally
and other properties (specific volume apparent, thermal expansion coefficient and excess molar
volume) obtained by mathematical correlation. The equilibrium data were determined by using
the turbidimetric method. The density and the refractive index of the binary mixtures increased
with increasing of mass fraction of the components and decreased with increasing temperature,
while the apparent specific volume presented opposite behavior. The conductivity showed a
quadratic polynomial behavior with increasing mass fraction of polymers and linear polynomial
for the L1. Models representing the combined effects of temperature and mass fraction of the
components were adjusted and showed good fit. The thermal expansion coefficient of aqueous
solutions increased with increasing of temperature and mass fraction of the constituents. It was
also observed negative values for the molar volume of excess to binary mixtures of LI and
water. It was found that decreasing temperature and increasing the molecular weight of PEGs
favor the formation of two phases. The results found suggest that such system can be used for

separation of biomolecules, such as a-amylase.

Keywords: liquid-liquid extraction, phase diagram, temperature, mass fraction

* Advisor(a): Renata Cristina Ferreira Bonomo, DSc., UESB. Co-advisors: Rafael da Costa
Ilheu Fontan, DSc., UESB; Cristiane Martins Veloso, DSc., UESB.
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1. INTRODUCAO

As amilases constituem um importante grupo de biocatalisadores para aplicagoes
biotecnoldgicas, podendo ser encontradas em animais, plantas e microrganismos (MENDU et
al., 2005; MICHELIN et al., 2010; SAHNOUN et al., 2012; SINGH e KAYASTHA, 2014).
Porém, devido ao menor tempo de producéo, as de origem microbiana sdo predominantes no
setor industrial. As amilases agem especificamente sobre as ligagdes glicosidicas do amido,
atuando na digestdo (amilases salivar e pancreéatica), na germinacdo de grdos e no crescimento
microbiano (KUMARI et al., 2010). Em virtude dessas caracteristicas, tais biomoléculas
apresentam vasta gama de aplicacdes no setor industrial, como na fabricacdo de cerveja,
fermento, téxtil e detergente (MICHELIN et al., 2010). Devido a estas caracteristicas, o
interesse na purificacdo das mesmas vem apresentando grande potencial.

O processo de purificacdo para a producdo de enzimas/proteinas puras, geralmente,
constitui uma porcentagem importante do custo total de producédo, especialmente quando se
deseja alto grau de pureza. A maioria das enzimas sao purificadas por técnicas cromatograficas
apos isolamento por precipitacdo e separacdo por membranas que apresentam alto custo. Neste
contexto, a necessidade de purificacdo de proteinas em larga escala de maneira eficaz e de baixo
custo resultou na evolucdo de técnicas que proporcionam protocolos rapidos, eficiente e
econbmicos com menor nimero de etapas de processamento (AMRITKAR, KAMAT, e LALLI,
2004).

Uma alternativa para a separacdo e purificacdo dessas enzimas sem interferir em sua
atividade, com boa viabilidade econémica ¢ a utiliza¢ao de sistemas aquosos bifasicos (SAB’s).
Esta técnica é amplamente utilizada na purificacdo de biomoléculas, onde as suas vantagens
incluem seletividade favoravel, baixo custo e adaptabilidade para o processamento continuo da
amostra e retencdo da atividade bioldgica. Os SAB’s sdo constituidos por duas fases aquosas
imisciveis ou parcialmente misciveis, com diferentes composi¢des. Desta forma, o composto
de interesse distribui-se entre as duas fases, dependendo da sua afinidade relativa por cada uma
das fases individuais (KRONER et al., 1978; SELBER et al, 2001).

Entretanto, ao se fazer um estudo da particdo de enzimas utilizando os sistemas aquosos
bifasicos é necessario conhecer os dados de equilibrio nas condi¢es experimentais utilizadas.
Para cada sistema existe um diagrama de fases que define as proporgdes entre os componentes
formadores das fases. Alguns ja estdo disponiveis na literatura, porém, € importante ao testar
um novo sistema que se construa um diagrama nas condicdes experimentais a serem utilizadas
na extracdo (temperatura, pressdo, pH, massa molar do polimero, concentracdo dos
constituintes do sistema, tipo de sal, entre outros).
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Os processos de purificacdo da amilase utilizando sistemas aquosos bifasicos ainda sao
pouco documentados na literatura. Diante disso, esse trabalho tem como proposta obter dados
de equilibrio de sistemas aquosos bifasicos compostos por polietilenoglicol e liquido i6nico e
avaliar a particdo da amilase nestes sistemas, além das propriedades termofisicas do cloreto de

1-etil-3metil-imidazdlio e dos PEGs em funcédo da fracdo maéssica e temperaturas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Enzimas aminoliticas

As amilases constituem um conjunto de enzimas vastamente distribuidas na natureza.
Estas agem especificamente sobre as ligacGes glicosidicas do amido, atuam na digestdo (tais
como as amilases salivar e pancreatica), na germinagdo de grdos e no crescimento microbiano
(KUMARI et al., 2010). Existem diversos tipos de amilases e elas séo utilizadas em varios tipos
de industrias como a de papel, téxtil, panificacdo, alcool, bebidas, entre outras.

As o-amilases podem ser encontradas em animais, plantas e microrganismos
(SAHNOUN et al., 2012). As p-amilases sdo abundantemente encontradas em plantas,
especialmente em trigo, soja, batata doce e algumas culturas de microrganismos (Bacillus
polymyxa, B. cereus e B. megaterium) (HIZUKURI, 1996). A massa molar da a-amilase varia
de (10 a 210) kDa, dependendo da sua origem (SPIER, 2005).

2.1.1. Tipos de amilases

Conforme seu modo de acéo, as amilases podem ser divididas em dois grandes grupos:
as endoamilases e exoamilases. As endoamilases catalisam a hidrolise das ligacGes glicosidicas
do tipo a-1,4 de maneira aleatéria no interior da molécula de amido. Sua acdo resulta na
formacdo de oligossacarideos ramificados e lineares de varios comprimentos de cadeias. Por
outro lado, as exoamilases hidrolisam, sucessivamente, ligacGes glicosidicas a partir da
extremidade ndo redutora das mesmas, resultando em produtos finais pequenos (GUZMAN-
MALDONADO; PAREDES-LOPES, 1995; GUPTA et al., 2003). As principais amilases séo:
a-amilases, B-amilases e glicoamilases.

As a-amilases (EC 3.2.1.1, a-1,4-D-glicano glicanoidrolase), também chamadas de
enzimas dextrinizantes, e pertencem ao grupo das endoamilases. Estas atuam ao longo da cadeia
de amilose e amilopectina hidrolisando as ligagdes a-1,4 e liberando maltose, glicose e dextrina.
A a-amilase é a enzima mais importante e popular entre as amilases de uso industriale é
induzida na presenca de amido ou maltose (MICHELIN et al., 2010).

As B-amilases (EC 3.2.1.2, a-1,4-D-glicano-maltoidrolase) s&o exoamilases que
hidrolisam a pentltima ligacdo a-1,4 a partir da extremidade ndo redutora da molécula de
amilose, liberando maltose. Esse tipo de amilase esta distribuido nos tecidos das plantas onde
hidrolisa amido em [B-maltose, sendo particularmente abundante em soja, trigo e cevada,
principalmente durante a germinacdo (GUPTA et al., 2003).

As glicoamilases (EC 3.2.1.3, a-1,4-D-glicano-glicoidrolase) sdo exoamilases que

rompem as ligagdes a-1,4 e 0-1,6 do amido, glicogénio e olissacarideos. Elas sdo capazes de
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remover unidades de glicose apenas a partir da extremidade néo redutora dos seus substratos
(BAGHERI, KHODARAHMI e MOSTAFAIE, 2014).

2.1.2. Aplicagdo das amilases na industria

As amilases sdo enzimas de grande importancia biotecnologica, pois apresentam
aplicacdes nas areas de alimentos (sacarificagdo do amido), fermentacdo (cerveja), téxtil e de
papéis (PANDEY et al., 2000). Embora estas enzimas possam ser obtidas de plantas, animais e
microrganismos, as de origem microbiana sdo predominantes no setor industrial (GUPTA et
al., 2003). Muitas espécies de bactérias e fungos tém sido identificadas como boas produtoras
de amilase (CORONADO et al., 2000; YUGUO et al., 2000; JIN et al., 2001; STAMFORD et
al., 2001).

O maior mercado de a-amilase estd na producdo de amido hidrolisado, obtendo-se
glicose e frutose como produto final. Para a produgdo do xarope de milho com alto teor de
frutose, o amido é convertido em glicose e depois em frutose pela a¢do da glicose isomerase.
Devido ao seu alto poder adogante, € utilizado em grande quantidade nas industrias de bebidas,
como por exemplo em refrigerantes (GUPTA et al., 2003).

As amilases tém ganhado um papel importante na conversdo do amido em alcool
utilizando-se, simultaneamente, a sacarificagdo e a fermentacdo (SINGH et al. 1995;
KOBAYASHI et al. 1998). A aplicacdo das amilases na producdo de etanol tem solucionado,
em parte, 0s problemas que alguns paises apresentam em funcdo da escassez de reservas de
combustivel. Nesse processo, glucoamilases ¢ a-amilases de A. niger sdo adicionadas em meio
fermentativo contendo células de Saccharomyces cerevisiae. O amido presente no meio
fermentativo é convertido, através da acdo conjunta das amilases, em glicose que

posteriormente € convertida por fermentacdo em etanol (RAJOKA et al., 2004).
2.2. Extracao liquido-liquido

A extracdo liquido-liquido (ELL) é uma operagdo unitaria empregada para separar
componentes em solugdo por meio de transferéncia de massa de tais componentes entre dois
solventes imisciveis ou parcialmente misciveis (SONIYA; MUTHURAMAN, 2015). Essa
operacdo é utilizada pelas industrias em processos de separacao, concentracao e purificacdo de
compostos de interesse econémico (DA SILVA et al., 2006a) e apresenta muitas vantagens, tais
como alto rendimento, alto grau de purificacdo, seletividade, combinagédo entre as etapas de
recuperacdo e de purificacdo, além de ser uma tecnologia simples e de baixo custo (PASSOS
etal., 2013), o que torna tal processo atrativo para separacdo. Entretanto, a ELL apresenta como
desvantagem a utilizacdo de solventes organicos que podem causar problemas ambientais e de
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salde, pois sdo toxicos, inflamaveis e cancerigenos, aléem de ndo serem adequados para a
separacdo de moléculas bioldgicas, que apresentam baixa solubilidade nestes sistemas (DA
SILVA et al., 2006b; ASENJO; ANDREWS, 2011; MAGESTE et al., 2012).

Uma alternativa a ELL tradicional, compativel com os processos de bioseparacao, sdo
0s sistemas aquosos bifasicos (SAB’s) (PASSOS et al., 2013). Devido a sua
biocompatibilidade, a extracdo liquido-liquido utilizando sistemas aquosos bifésicos tém sido
empregada para separar, purificar e recuperar varios materiais biologicos tais como enzimas
(VAIDYA et al., 2006; YUE; YUAN; WANG, 2007; SHAHRIARI, et al., 2010), proteinas
(DALLORA et al., 2007; SOUZA et al., 2009; ALCANTARA et al., 2014), acidos nucleicos
(GOMES et al., 2009) e anticorpos (AZEVEDO, et al., 2009).

2.3. Sistemas aquosos bifésicos

Os sistemas aquosos bifasicos sdo misturas compostas majoritariamente por agua, que
sob determinadas condic¢des de composicdo, temperatura e pressdo apresentam duas fases em
equilibrio termodindmico. Este sistema é conhecido desde o final do século XIX, quando
Beijerinck percebeu a separacdo espontanea em duas fases liquidas limpidas ao misturar
solucgdes aquosas de gelatina e 4gar ou amido solivel em determinadas faixas de temperatura e
concentracdo. A fase inferior era enriquecida em agar ou amido e a superior em gelatina, sendo
aagua o componente majoritario em ambas as fases (DA SILVA e LOH, 2006). Posteriormente,
Ostwald e Hertel em 1929, continuaram os estudos sobre esses sistemas e verificaram que
amidos provenientes de origens distintas (arroz, milho, etc), produziam diferentes diagramas de
fase. Essa descoberta permitiu concluir que pequenas varia¢fes nas interacdes intermoleculares
promovem mudangas nas composicOes das fases em equilibrio. Dobry e Boyer-Kawenoki, no
final da década de 40, estudaram a miscibilidade de diversos pares de polimeros, dissolvidos
em solventes organicos ou em solugdes aquosas. Estes autores constataram que dos 35 pares de
macromoléculas estudados, apenas 4 ndo produziram a formacdo das duas fases, e puderam
concluir que a incompatibilidade entre polimeros era um fenémeno geral (DIAMOND e HSU,
1992; DA SILVA e LOH, 2006).

Ap6s trabalho de Albertsson no final da década de 1950, os SAB’s comecaram a receber
maior atencdo, ficando evidente para a comunidade cientifica a potencialidade de aplicacéo
destes sistemas para utilizagdo em processos de bioseparacdo. Desde entdo, as pesquisas nesta
area tém se aprofundado, tornando a utilizagdo dos SABs uma ferramenta na purificagdo e/ou
concentra¢do de compostos como células animais ou vegetais, corantes (MAGESTE et al.,
2012), enzimas (SHAHRIARI et al., 2010), proteinas (HAGHTALAB et al., 2005), acido
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nucleicos (EVERBERG et al., 2006), ions (DA SILVA,; et al., 2006), peptideos (SOUZA JR et
al., 2014), entre outros.

Os SABs sdo formados pela mistura de determinados polimeros e polieletrélitos ou
ainda, polimeros em combinagdo com solutos de baixa massa molar em uma mesma solugéo,
que formam duas fases acima de certas concentra¢Ges. Em todos os casos, duas fases liquidas
que se encontram em equilibrio termodindmico, sdo formadas (GARZA-MADRID et al., 2010;
VENTURA et al.,, 2011). As fases sdo regides que apresentam valores de propriedades
termodinamicas intensivas, como indice de refracdo, composicdo e densidade, diferentes. Mas,
quando as duas fases do SAB’s estdo em equilibrio, nenhuma propriedade termodinamica varia
em uma dimensdo temporal, ou ainda, ndo ha troca resultante de matéria entre as fases. Essas
fases sdo separadas por uma interface, que é uma regido na qual as propriedades
termodinamicas intensivas de cada fase transitam para valores diferentes, sempre tendendo para
o valor daquela propriedade no seio da outra fase em equilibrio (CARVALHO et al., 2007).

A formacdo de duas fases dependerd do tipo e quantidade das interacdes
intermoleculares entre os constituintes formadores do sistema expressas em termos da energia
livre. Serdo também estas mesmas interacdes as responsaveis por todas as propriedades fisico-
quimicas presentes nas duas fases, como por exemplo, a distribuicdo dos diferentes
componentes no sistema, a relacdo de volumes entre as fases, a diferenca de potencial elétrico,
0 excesso de energia livre associados a interface e o coeficiente de particdo de um soluto
especifico, entre outros (DA SILVA e LOH, 2006).

2.3.1. Tipos de sistemas aquosos bifasicos

Os SAB’s, podem ser obtidos pela mistura de solugdes aquosas de dois polimeros, de
um polimero e um sal (organico ou inorganico), de um solvente organico e um sal e mais
recentemente pela mistura de liquidos idnicos e sais inorganicos (Tabela 1).

O sistema polimero-polimero mais comum é composto por PEG e dextrana, entretanto,
a dextrana apresenta custo elevado, o que inviabiliza o seu uso em escala industrial. A agua
misturada com polimeros atua como o principal solvente e pode estabelecer ligacbes néo-
covalentes com eles. Estas interagdes aumentam com a massa molar dos polimeros e a
separacdo de fases pode ocorrer em concentracdes muito baixas de polimero (WALTER et al.,
1985; BASKIR et al., 1989). Por outro lado, a presencga de um sal inorganico em concentracoes
criticas em um sistema Unico polimero-agua também pode levar & formacdo de duas fases
aquosas distintas (SALABAT, 2001).
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Tabela 1. Exemplos de componentes e tipos de Sistemas Aquosos Bifasicos

Tipo de Sistema Constituintes Referéncia
Polimero — polimero PEG/Dextrana Gunduz; Korkmas, 2000
Pessoa Junior; Kilikian,
PEG/PVA
2005
Polimero — Sal PEG/Sais de fosfato SouzaJr. et al., 2014
PEG/Tartarato de sodio Mageste et al., 2009
o o Alcool/Citrato de Sédio Ooi et al., 2009
Solvente orgéanico — Sal inorgénico ) o )
Alcool/Sais de Potassio Reis et al., 2014
Liquido idnico - Sal inorgéanico [C4mim]Cl/Fosfato de Potassio  Louros et al., 2010
[C7mim]Cl/Fosfato de Potassio  Venturaet al., 2011
Liquido ibnico — Carboidratos [C4mim]CI/D-maltitol Freire et al., 2011
Liquido ibnico — PEG [C4mim]CI/PEG Freire et al., 20122

O polietileno glicol é um dos principais polimeros sintéticos utilizados industrialmente,
sendo um composto basico para producdo de plasticos, embalagens, fibras, adesivos, tintas e
esmaltes (MURRAY; JENKINS, 1994). Este polimero é formado por unidades de oxido de
etileno, em que cada unidade contém sitios ativos (oxigénios portadores de pares de elétrons
livres), onde sdo formadas as interacdes com as moléculas de agua, ions e outras substancias.
Em aplicacGes biotecnoldgicas, a utilizacdo do PEG ¢ de grande interesse, principalmente por
excluir outros polimeros de sua vizinhanga, ndo se solubilizando com eles. Outro fator
importante é a sua alta biodegradabilidade e atoxicidade, sendo o seu descarte ndo problematico
para 0 meio ambiente (SILVA, 2007). Estes fatores podem explicar a utilizacdo do PEG na
purificacdo de biomoléculas quando se emprega sistemas aquosos bifasicos.

Recentemente, SAB’s contendo liquido ibnico como um dos componentes tem sido
investigados. Estes sistemas tém apresentado sucesso na purificacdo de diversos analitos, tais
como alcaloides (LI et al., 2005), aminoacidos (ZAFARANI-MOATTAR; HAMZEHZEDH,
2011), proteinas (PEI et al.,2009), esteroides (ZHANG; DENG; CHEN, 2010), entre outros.

Os liquidos idnicos (LI’s) sdo compostos idnicos que pertencem ao grupo de sais
fundidos, os quais sdo formados por grandes cations organicos e anions organicos ou
inorganicos, que os possibilita permanecer liquidos a temperatura ambiente. A natureza idnica
destes liquidos resulta em caracteristicas interessantes tais como, pressao de vapor desprezivel,
ndo inflamabilidade, elevada estabilidade quimica e térmica, além de poderem ser facilmente
reciclados. As baixas pressdes de vapor desses sais tém possibilitado sua utilizacdo em

substituicdo aos solventes organicos volateis (FRANCA et al., 2009; FICKE; NOVARD;
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BRENNECKE, 2010; MUHAMMAD et al., 2012). Além disso, o0 grande nimero de possiveis
combinagBes entre os cations e anions permite a possibilidade de ajuste das propriedades dos
liquidos ibnicos, tais como, densidade, velocidade do som, indice de refracdo, viscosidade,
miscibilidade conforme necessarios para aplicacdes especificas (PLECHKOVA; SEDDON,
2008; BAHADUR et al., 2014).

A maioria dos LI’s solUveis em &gua a temperatura ambiente sdo eletrdlitos indutores
de salting-in (geralmente conhecido como sais “caotropicos”) que pode formar uma segunda
fase aquosana presenca de solugbes aquosas de sais inorganicos salting-out (sais
“cosmotropicos”), resultando na formagao de SAB’s (GUTOWSKI et al., 2003; NEVES et al.,
2009). Em sistemas aquosos compostos de LI, sal inorganico e agua a forca motriz para a
separacgdo de fases € a competicdo entre o LI e o sal inorganico pelas moléculas de agua. A
maior afinidade do sal inorganico pela &gua induz uma migracdo de agua para longe dos ions
de LI reduzindo a sua hidratacéo e reduzindo a solubilidadedo L1 em agua (FREIRE et al., 2009;
FREIRE et al., 2010).

Os sistemas contendo LI apresentam vantagem em relacdo ao sistema formado por sal
inorganico, pois os problemas de cristalizacdo dos sais inorganicos podem ser totalmente
evitados (FREIRE et al., 2012a). Além disso, os sistemas polimero-polimero ou polimero-sal
convencional exibem uma faixa limitada de polaridade. Os sistemas formados por polimeros
normalmente apresentam duas fases hidrofébicas e a diferenca de polaridade depende
essencialmente da quantidade de agua em cada uma das fases. A faixa limitada de diferencas
de polaridade entre as fases limita assim a aplicabilidade de SAB’s convencionais a base de
polimero para fins de extracdo e separacdo. Por outro lado, os sistemas formados por polimero-
sal, geralmente, apresentam uma fase hidrofébica constituida de polimero e uma fase altamente
hidrofilica (e idnica), tipicamente formada por sais de elevada densidade de carga (FREIRE et
al., 2012). No entanto, a substituicdo de um sal inorgéanico de elevada densidade de carga e/ou
polimero por LI pode fornecer controle da polaridade entre as fases pelo ajuste adequado da
estrutura do LI, uma vez que estes podem ser escolhidos adequadamente tendo em conta a
grande variedade das estruturas iénica (pelo menos 10° LI’s podem ser facilmente preparados
no laboratdrio) (PEREIRA et al., 2013).

2.3.2. Coeficiente de particao

Quando os compostos biologicos sdo adicionados nos SAB’s, estes distribuem-se
seletivamente entre as duas fases, sendo caracterizado pelo coeficiente de particédo (K). O

coeficiente de particdo é definido como a razdo entre a concentracdo da molécula de interesse
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na fase superior e inferior, conforme apresentado na equacdo 1 (ALBERTSSON, 1986; SOUZA
Jr.etal., 2014).

=2 ®

Onde: Cs e C, sdo as concentracOes do soluto na fase superior e inferior, respectivamente.

Essa distribuicdo depende tanto das caracteristicas intrinsecas da molécula de interesse
(massa molar, carga superficial e hidrofobicidade) quanto da natureza do SAB utilizado
(constituintes, massa molar, concentragéo, pH e forca ionica) (GIRALDO-ZUNIGA, 2001,
CHAIWUT et al., 2010).

Os mecanismos que interferem na particdo das biomoléculas ndo sdo entendidos por
completo. De acordo com Johansson et al., (2008) e Dreyer et al., (2009) a particdo das
biomoléculas em sistemas aquosos bifasicos pode ser descrita com base na repulsdo entrdpica,
interacOes eletrostaticas, interacGes hidrofdbicas, entre outras. As propriedades das fases
também contribuem na particdo das biomoléculas, como a natureza quimica, composi¢do do
SAB, presenca de ligantes ao longo da cadeia polimérica, pH, temperatura e densidade
(CHAIWUT et al., 2010).

2.3.3. Diagramas de equilibrio de fases

Para a utilizagdo dos SAB’s é necessario 0 conhecimento do comportamento das fases
dos sistemas. Portanto, o ponto de partida para estudos de sistemas aquosos bifasicos € a
determinacdo dos dados de equilibrio que sdo representados por meio dos diagramas de
equilibrio de fases. Estes permitem a inferéncia sobre as condi¢fes nas quais 0 sistema
apresente duas ou mais fases ou somente uma fase. Segundo KABIRI-BADR e CABEZAS JR
(1996) estes diagramas tem grande importancia para os estudos de separacao de biomoléculas,
visto que sdo usados como ferramenta basica de ponto de partida para o desenvolvimento de
um processo de extracdo. A Figura 1 apresenta um exemplo de diagrama de fases, mostrando
a composicao das fases em equilibrio em coordenadas retangulares.

Nestes diagramas pode-se encontrar inumeras informagfes, todas relacionadas a
minimizacao da energia livre do sistema, como por exemplo as composi¢des globais onde o
sistema e monoféasico ou bifasico demarcadas por uma curva denominada binodal (DA SILVA
e LOH 2006).

No diagrama de fases sdo, também, representadas as linhas de amarracdo. Como
exemplo, tem-se a linha de amarracdo formada pelos pontos ABC, na Figura 1, para uma
determinada composicdo global do sistema (B), que fornece a concentracdo dos solutos nas

duas fases em equilibrio, representadas pelos pontos A (fase superior) e C (fase inferior). Um
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conjunto de pontos que se situa na regido biféasica e que esteja em uma mesma linha de
amarragdo (ex: B, B’ ¢ B”) fornece as fases que possuirdo propriedades termodinédmicas
intensivas iguais (densidade, volume molar, entalpia molar, etc.) e propriedades extensivas
diferentes (massa, volume, etc.) (DA SILVA e LOH 2006).

Figura 1. Diagrama de fases expresso em coordenadas retangulares.
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Fonte: (CARVALHO, 2004).

Uma medida utilizada para caracterizar o sistema € o comprimento da linha de
amarracdo (CLA), que liga os pontos das fases em equilibrio no diagrama (PEI et al., 2009). O
CLA é um parédmetro termodindmico, geralmente utilizado como variavel determinante dos
processos de particdo dos solutos em SAB’s formados por diferentes componentes e ¢ calculado

pela equacdo 2 (DA SILVA; LOH, 2006).

CLA=\/[AC,]? +[AC,]? )

Onde:[AC, ]e [AC,] correspondem a diferenga de concentragéo de componente 1 (Cy) e
componente 2(C>) nas fases superior e inferior expressa em %m/m, respectivamente.

De acordo com Pei et al., (2009), a medida que o valor do CLA aumenta, torna-se maior
a diferenca de composicdo entre as fases, elevando a eficiéncia na extracdo e/ou parti¢do do
soluto de interesse.

Outro parametro importante para caracterizagao dos SAB’s ¢ a inclinagdo da linha de
amarracdo (ILA). Tal pardmetro fornece uma medida de como a composicao das fases podem
variar com mudangas das propriedades fisico-quimicas. O valor da ILA é obtido a partir da

equacéo 3.

ILA = (Cczs — Ce21)/(Ce1s — Cear) 3)
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Onde, Cis e Cy sd0 as concentragdes do componente 1 na fase superior e inferior,
respectivamente, enquanto, Cas e Cz séo as concentracfes do componente 2 na fase superior e
inferior, respectivamente.

Outra caracteristica importante de um diagrama de fases é o ponto critico (Pc). Nesse
ponto, as propriedades fisico-quimicas (composi¢édo e volume, entre outras) das duas fases séo
teoricamente iguais (ALBERTSSON, 1971). Quanto mais a composi¢cdo do sistema se
aproxima do ponto critico, menor é a diferenca entre as fases, ou seja, no ponto critico as
composicdes e 0s volumes entre as fases sao teoricamente iguais. No entanto, nas proximidades
do ponto critico, pequenas alteragdes na composicdo dos sistemas provocam drasticas

mudancas, levando o sistema de uma para duas fases e vice-versa (ALBERTSSON, 1971).
2.3.4. Fatores que afetam o equilibrio de fase em SAB’s

No processo de separacdo de fases em sistemas aquosos bifasicos, a regido bifésica é
fortemente afetada por diversos fatores, como temperatura, massa molar do polimero, pH, tipo
de eletrdlito, entre outros. Nessa se¢do serdo abordados os efeitos da temperatura e da massa

molar do polimero, pois foram propriedades variadas no presente estudo.

2.3.4.1. Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura é bastante complexa devido ao seu efeito na composicao
das duas fases em equilibrio, bem como a alterac¢éo da estrutura da biomolécula. O efeito da
temperatura varia de acordo com o tipo de sistema (polimero-polimero, polimero-sal, liquido
ibnico-sal e liquido i6nico-polimero, entre outros). Willauer et al., (2000) estudaram o sistema
composto de PEG e dextrana e verificaram que maior concentracdao do polimero era requerida
para separacao de fases ao se aumentar a temperatura. Em sistemas compostos por LI-PEG foi
verificado que o aumento da temperatura dificulta a separacdo de fases, diminuindo assim a
area da regido bifasica. O mesmo comportamento foi observado para sistemas composto por
LI-sais inorganicos e LI-carboidratos (TOME et al., 2014). No entanto nos sistemas formados
por polimero-sal inorgénico foi verificado que o aumento na temperatura facilita a separacéo
de fases, consequentemente, provocando um aumento na regido bifasica (AMARESH et al.,
2008; REGUPATHI et al., 2009).

2.3.4.2. Efeito da massa molar do polimero

A influéncia do comprimento da cadeia polimérica nos diagramas de fase é evidente,
guanto maior a massa molar do polimero, menor a concentracdo de sal (ou de outro constituinte

do sistema) requerida para que ocorra a separacao de fases. Freire et al., (2012a), estudaram as
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interagBes que controlam o comportamento dos novos sistemas aquosos composto por
polietilenoglicol e liquidos idnicos e verificaram que as capacidades do PEG em formar
sistemas diminuem com a diminuicdo da massa molar do polimero. Resultados analogos
também foram obtidos por Tubio et al. (2006), Oliveira et al. (2001) e Graber et al. (2002) para
sistemas aquosos contendo polietilenoglicol e sais. Esse efeito ocorre em virtude da menor

solubilidade dos polimeros com maior massa molar, o que facilita assim a separacédo de fases.
2.3.5. Propriedades termofisicas

Propriedades fisicas, tais como densidade, viscosidade, indice de refracdo e
condutividade elétrica sdo importantes na formacao e no tipo de aplicacdo de um SAB. SolucGes
aquosas de PEG e de LI tém sido utilizados na engenharia quimica e bioquimica para separar e
purificar produtos bioldgicos, biomateriais, proteinas e enzimas a partir de misturas complexas
na qual eles sdo produzidos (ROBERTS; BENTLY; HARRIS, 2002; BEGUM et al., 2015).

2.3.5.1. Densidade

A densidade é uma propriedade termodindmica intensiva, pois ndo depende da
quantidade de massa presente no sistema e € definida pela equacéo 4:

_m 4
p=- 4)

Onde: p ¢ a densidade (g.cm™); m é a massa (g) e v é o volume (cmd).

Vérios autores demonstraram que a aumento da temperatura contribui para a reducéo da
densidade de sistemas com mais de um componente (TRIVEDI; BHANOT; PANDEY 2010;
SIONGCO; LERON; LI, 2013).

Costa et al., (2014) determinaram a densidade de solugdes aquosas de PEG 1500, nas
fragdes massicas de (0,05-0,25) e nas temperaturas (288-308) K e concluiram que conforme
aumentaram a temperatura diminuia a densidade e aumentando a fragdo méassica aumentava a

densidade.

2.3.5.2. Indice de refracdo

O conhecimento do indice de refragdo em solucdes aquosas € importante em muitas
aplicacdes, incluindo a identificacdo Optica das substancias particulares, a verificacdo da pureza
dos materiais e a medi¢do da concentracdo de solutos em solugdo (KAREEM et al., 2010;
HAYYAN etal., 2013).

GRABER et al. (2002) determinaram o indice de refracdo de uma mistura ternaria

composta por PEG+NaNOs+agua, nas temperaturas de (15 a 40) °C e concentragdes de (3 a
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24)% m/m para 0 NaNOgz e PEG (massa molar 4000) e concluiram que conforme aumentavam
as fracfes molares de PEG e de sal no sistema ocorria um aumento do indice de refracdo, sendo

observado este comportamento em todas as temperaturas de trabalho.

2.3.5.3. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica de uma solucéo eletrolitica é a expressdo numérica quantitativa
da sua capacidade de transportar a corrente elétrica. Ela é definida como sendo o inverso da
resisténcia elétrica de 1cm? do liquido a uma temperatura de 25°C. O transporte de cargas nas
solucdes eletroliticas é realizado por ions, ou seja, todos os ions presentes na solucao participam
do transporte. Desta forma, pode-se dizer que a condutividade fornece uma informacao global
dos componentes da solucdo. Acidos, bases e sais inorganicos sio bons condutores de corrente
elétrica, ao passo que substancias organicas, que nao se dissociam em solucdo (polimeros,

benzina, aclcares, por exemplo) ndo sdo condutores (SILVA 2005).

2.3.5.4. Volume especifico aparente

O volume especifico aparente de um soluto reflete ndo apenas o volume intrinseco da
molécula do soluto, mas a extensao a qual eles interagem com o solvente. Além disso, quando
o0 soluto é constituido por moléculas de cadeia flexiveis, o volume especifico aparente limitante
depende da extensdo em que as moléculas sdo estendidos ou enrolados em solucdo (RUDAN-
TASIC e KLOFUTAR, 2004).

2.3.5.5. Coeficiente de expansao térmica

O coeficiente de expansdo térmica, também chamado de coeficiente de expansao
volumétrica ou expansividade volumétrica indica a variacdo do volume provocada pela

variacdo da temperatura, enquanto a pressdo permanece constante (CUMICHEO et al., 2015).

2.3.5.6. Volume molar de excesso

Através da medicdo da massa especifica, € possivel obter medidas de propriedades
volumétricas. Por sua vez, estas propriedades sdo complexas, ndo dependendo apenas do
tamanho, forma e natureza quimica dos componentes de uma mistura (ABDULAGATOV et
al., 2008; ABDULAGATOQV et al., 2008a), mas também, sobre das interacdes entre soluto-
soluto, solvente-solvente e soluto-solvente, e seus efeitos estruturais resultantes de
acomodacdes intersticiais devido as diferencas de volume molar e volume livre entre o0s
componentes da solugdo (LI; YE; ZENG, 2010).
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A magnitude do volume molar em excesso VmE é resultado de diferentes efeitos, os quais
podem ser enumerados em; (1) quebra da ordem da estrutura liquida no processo de mistura;
(2) interacBes fisicas envolvendo, principalmente, interacdes ndo especificas desfavoraveis
entre 0s grupos; (3) efeitos estruturais advindos das acomodacfes intersticiais devido a
diferencas no volume molar e no volume livre entre as moléculas dos componentes na mistura;
e (4) interacBes quimicas ou especificas, tais como, formagdo de complexo e ligacdes de
hidrogénio entre as moléculas dos componentes presentes na mistura. Os efeitos 1 e 2
contribuem positivamente para o valor de ViF enquanto 3 e 4 contribuem para um valor
negativo de Vit (PROLONGO; MASEGOSE; FUENTES, 1984; BAHADUR et al., 2015).

2.3.6. Aplicacdo dos sistemas aquosos bifasicos na separacao de enzimas

Os SAB’s vem sendo empregados com muito sucesso na separacdo de diversas
biomoléculas, devido a manutencdo da atividade bioldgica das mesmas. Encontram-se na
literatura diversos trabalhos que evidenciam o seu potencial de aplicacdo e que auxiliam na
identificacdo dos sistemas mais adequados para a separacao de certas biomoléculas, como pode
ser observado na tabela 2.

Porfiri et al., (2011) estudaram a aplicacdo de sistemas aquosos bifasicos do tipo
PEG/sal na purificagdo da a-amilase, uma hidrolase amplamente distribuida em
microrganismos, animais e plantas, que sdo aplicadas em varios setores industrias. A enzima
foi particionada em sistemas aquosos bifasicos preparados com polietilenoglicol 2000, 4000,
6000 e 8000 e fosfato de potassio. No sistema de PEG 2000 a a-amilase se concentrou na fase
superior, com alto coeficiente de particédo, indicando interacdo significativa da enzima com o
PEG. Nos sistemas formados com massa molar maior que 2000 a a-amilase se concentrou na
fase inferior rica em sal. Tais resultados indicaram que a a-amilase pode ser isolada nos sistemas
formados por PEG 2000 e PEG 8000 com fosfato de potassio, com elevada recuperacao na fase
superior e inferior, respectivamente.

Oliveira et al., (2003) particionaram hexoquinase em sistemas aquosos bifasicos
formados por polietileno glicol 400, 1000 e 1500 e sal citrato. Eles verificaram que a
hexoquinase teve preferéncia pela fase superior com altos valores do coeficiente de particéo,
sendo que o melhor resultado obtido utilizando 12% (m/m) de PEG 400 e 15% (m/m) de citrato
em pH 8,5 a 25°C. Foi possivel verificar que a enzima migrou preferencialmente para a fase

superior, enguanto as proteinas contaminantes permaneceram na fase inferior.
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Tabela 2. SAB’s utilizados na separagao de biomoléculas.

Enzima SAB Referéncia

a-amilase PEG/Fosfato de Potassio Porfiri et al., 2011
Hexoquinase PEG/Citrato Oliveira et al., 2003
-amilase PEG/Na2SO4/KH2PO4 Shahriari et al., 2010
Bromelina PEG/Fosfato de potassio Badu et al., 2008
Proteinase PEG/M@SO4 Klomklao et al., 2005
Lacase PEG/fosfato de potassio Zanella et al. 2002

Devido as caracteristicas adequadas para purificacdo de materiais bioldgicos, diversas

enzimas vém sendo purificadas em SAB’s, entre elas a amilase. Tal enzima é uma das principais

na utilizacdo industrial representando cerca de 30% deste mercado (ASOODEH et al., 2010).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Determinacéo de propriedades termofisicas de sistemas binario de agua + liquido iénico
e de 4gua + PEG e dos dados de equilibrio de sistemas aquosos bifasicos compostos por liquido

ibnico, PEG e agua e sua aplicacdo na particdo de amilase.
3.2. Objetivos Especificos

= Determinar as propriedades termodindmicas densidade, indice de refracdo e
condutividade elétrica dos componentes formadores dos sistemas em fungdo da

temperatura e da fracdo méassica dos compoentes e das fases dos sistemas;

= Obter dados de equilibrio de sistemas aquosos bifasicos formado por cloreto de 1-etil-

3-metil imidazolio, PEG e agua;

= Auvaliar a particdo da amilase nos sistemas aquosos bifasicos estudados e em outros

sistemas da literatura.
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CAPITULO 2

ARTIGO 1

Densidade, Indice de Refragdo, Condutividade Elétrica, Volume Especifico Aparente,
Coeficiente de Expansdo Térmica e Volume Molar de Excesso das misturas binarias de
agua + cloreto 1-etil-3-metil imidazolio em (293.15 a 323.15) K.
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RESUMO

Objetivou-se nesse estudo obter as propriedades termofisicas densidade, indice de refracéo,
condutividade elétrica, volume especifico aparente, coeficiente de expansao térmica e volume
molar de excesso de solugdes binarias do liquido iénico cloreto 1-etil-3-metil imidazélio +
agua. As propriedades termofisicas do liquido i6nico foram medidas como uma funcdo da
fracdo massica w = (0,05, 0,2, 0,35, 0,50, 0,65, 0,80, 0,95 e 1) e da temperatura T = (293,15,
303,15, 313,15 e 323,15) K. Os valores da densidade e do indice de refracdo das misturas
binarias de agua + cloreto 1-etil-3-metil imidazolio aumentaram com a elevacdo da fracédo de
massa do liquido i6nico e diminuiram com a elevacdo da temperatura. Em contrapartida o
volume especifico aparente das misturas binarias apresentou comportamento contrério a
densidade e indice de refracdo. Foi observado que a condutividade elétrica aumentou com a
fracdo de massa de liquido i6nico. Foi verificado que o volume molar de excesso foi negativo
em quase toda faixa de fracdo massica e temperatura. Modelos representando efeitos
combinados entre as variaveis temperatura e fragdo massica do liquido idnico foram ajustados,
e apresentaram bom ajuste.

Palavras-Chave: solucdo aquosa, propriedades termofisicas, modelos polinomiais.

1. INTRODUCAO

Os liquidos idnicos (ILs) sdo sais organicos que apresentam baixo ponto de fusdo. Eles
tém propriedades fisico-quimicas unicas que incluem pressdao de vapor desprezivel, ndo
inflamavel, ndo explosivo, estavel eletroquimicamente e termicamente, além de poderem ser
facilmente reciclados. Estes sais apresentam pressdes de vapor extremamente baixas, e esta
caracteristica tem atraido atencdo como solventes potenciais para substituir solventes organicos
volateis de uma grande variedade de reacBes quimicas, processos de separacdo, entre outros.
Tais compostos possuem muitas propriedades favoraveis que os tornam atraentes para inimeras
aplicacdes (FRANCA et al., 2009; FICKE, NOVARK e BRENNECKE, 2010; MUHAMMAD
etal., 2012).

Devido a essas caracteristicas 0os ILs vem sendo bastante estudados nos sistemas
aquosos bifasicos (SAB’s). Esses sistemas consistem de duas fases aquosas ricas em dois
compostos estruturalmente diferentes, que sdo imisciveis, onde acima de certos valores de
concentracdo, separam-se em duas fases. Os SAB’s podem ser formado por polimeros, sais e
surfactantes, que podem ser combinados a fim de projeta-los estrategicamente para atingir alta
seletividade e eficiéncia de extracdo e purificacdo de biomoléculas (VICENTE, et al., 2014).

Os SAB’s formados por liquido i6nico tém sido aplicados com sucessSO para separar,

concentrar, isolar e purificar biocompostos. Varios estudos com os ILs ja foram publicados nos
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ultimos anos, como por exemplo na remocdo completa de corantes, na recuperacdo de
antibidticos, etanol e butanol de caldo da fermentag&o, acetona, na eliminagdo de contaminantes
organicos de fluxos de residuos aquosos e na parti¢do de proteinas (HUDDLESTON et a., 1998;
FADEEV e MEAGHER, 2001; DU et al., 2007; DREYER, SALIM e KREAGL, 2009;
FERREIRA, et al., 2014). Predizer as propriedades termofisicas basicas das fases formadoras
dos sistemas em vérias concentracfes e temperaturas sdo também sdo indispensaveis para o
design e faixa de processos de separagdo. Neste contexto, para o projeto e design industrial
utilizando liquido i6nico, é necessario o conhecimento das propriedades fisico-quimica e
termodinamica do fluido, tais como comportamento térmico, densidade, volume molar de
excesso, entre outras (DEENADAYALU, BAHADUR e HOFMAN, 2010).

Propriedades de misturas binarias (densidade, volumes molares de excesso e parciais)
sdo propriedades complexas que dependem nao s6 do tamanho, forma e natureza quimica dos
componentes de uma mistura, mas também das interacdes (soluto + soluto, solvente + soluto,
soluto + solvente) e os efeitos estruturais decorrentes do alojamento intersticial devido as
diferengas de volume molar e livre entre os componentes da solugdo (ABDULAGATOQOV et al.,
2008; ABDULAGATOV et al., 2008a; BAHADUR et al., 2015). Embora os ILs tém sido
amplamente estudados, informacgdes sobre propriedades termodinamicas de misturas binarias
de cloreto 1-etil-3-metil imidazélio ([Comim]Cl) e agua ndo foram encontradas na literatura.
Diante do exposto, objetivou-se avaliar as propriedades termofisicas (densidade, indice de
refracdo, condutividade elétrica, volume especifico aparente, coeficiente de expansao térmica
e volume molar de excesso)de misturas binarias de agua + ([Comim]Cl) em vérias condicdes,

temperatura e fragdo massica.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

O liquido idnico utilizado foi o cloreto 1-etil-3-metil imidazolio ([Comim]C1)(>95% de
pureza; CAS: 65039-09-0) foi adquirido da Sigma Aldrich. Foi utilizada adgua destilada no
preparo das solugdes. Todo o experimento foi realizado no Laboratorio de Engenharia de

Processos da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de Itapetinga -
Bahia.
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2.2. Métodos
2.2.1. Preparo de solucdes

As solugdes aquosas de ([C2mim]Cl) foram preparadas utilizando uma balanga analitica
M254A (Bel Engineering, Piracicaba, Brasil) com uma precisdo de = 0,0001 g. Quantidades
apropriadas do liquido i6nico foram diluidas em tubos e agitadas manualmente para obter as
fragdes massicas de w= (0,05, 0,20, 0,35, 0,50, 0,65, 0,80, 0,95 e 1). As analises foram
realizadas em todas as solugdes preparadas nas temperaturas de T= (293,15, 303,15, 313,15 ¢
323,15) K, que correspondem as temperaturas relativas T= (0,9832, 1,0168, 1,0503 e 1,0839),

respectivamente.
2.2.2. Massa especifica

As massas especificas das solugdes foram determinadas utilizando-se um Densimetro
Digital de Bancada DMA 5000M (ANTON PAAR, Graz, Austria) com uma precisdo de +5 x
10 g.cm™ e repetibilidade de +1 x 10 g.cm™ na faixa de operacéo 0 a 3 g.cm?. A faixa de
temperatura do equipamento € de 273,15 K a 363,15 K com uma precisdo de +0,01 K e
repetibilidade de 0,001 K.

2.2.3. Indice de refracéo

Para o indice de refracdo, foi utilizado o refratbmetro digital Q767BD (Quimis,
Diadema, Brasil) com precisdo de *0,0002. Este aparelho foi conectado a um banho
termostéatico (Tecnal, Te-184, Piracicaba, Brasil), que permitia o controle da temperatura com
uma precisdo de 0,1 K. O equipamento foi calibrado com agua destilada na temperatura de
estudo, em seguida a amostra foi colocada no prisma do refratbmetro para proceder a leitura

direta.
2.2.4. Condutividade elétrica

A condutividade elétrica foi determinada utilizando um condutivimetro digital de
bancada Q795m (Quimis, Diadema, Brasil) com preciséo de 0,5%. O equipamento foi calibrado
com solucdo padréo de KCI 0,01 M. A temperatura das amostras foram controladas em banho
termostatico (Tecnal, Te-184, Piracicaba, Brasil), que permitia o controle da temperatura com

uma preciséo de 0,1 K.
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2.2.5. Volume especifico aparente

O volume especifico aparente (v,) foi calculado a partir dos dados da massa especifica,
utilizando a seguinte equacéo:

1 Po— P (1)
==|1
V2g p[ * Wpo]

Em que: p(g.cm?3) e p, (g.cm™) sdo as massas especificas da mistura binaria e agua

pura, respectivamente.
2.2.6. Coeficiente de expanséo térmica

A massa especifica calculada para as misturas binarias foi utilizada para calcular o
coeficiente de expansdo térmica (op) em cada fragdo massica, por meio da seguinte equacao:

Onde: p é a massa especifica em g.cm™.

2.2.7. VVolume molar de excesso

O Volume molar de excesso (V,£) foi calculado para as misturas binarias a partir dos

valores da massa especifica, utilizando a seguinte equacéo:

1 1 1 1 (3)
Vi = x1M (———>+xM (———)
" t IO ] 2z P P2

Onde: VZ(cm3.mol?) representa o volume molar de excesso; p (g.cm™) representa a
massa especifica; x representa a fracdo molar; e M (g.mol™?) representa a massa molar, sendo

que as variaveis com os indices 1 e 2 correspondem a agua e ao liquido idnico, respectivamente.
2.2.8. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SAEG v.9.1 (RIBEIRO
JUNIOR, 2001). O experimento foi realizado no delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com duas repeticdes e em triplicata.

Foram ajustados modelos polinomiais dessas propriedades termofisicas em fungédo da
temperatura relativa (T/Treferancia) € da fragdo massica do liquido idnico, por meio do ajuste do
modelo aos dados experimentais (equacdo 4), obtendo assim o efeito combinado de tais
propriedades em relacdo as variaveis estudadas. Foi considerado 298,15 K como a temperatura

de I’efel’éncia (Treferéncia) .
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Y = By + Bow + B T+Baw? + BsT? + BewT (4)

Onde: Y é a propriedade termodindmica e Pi1, P2,B3, Ps, Ps € PeSd0 constantes
determinadas a partir dos dados experimentais.

O modelo foi selecionado com base na significancia dos parametros com base no teste
t de Student, valor p menor que 0,05, coeficiente de determinacgéo (R?) e a raiz quadrada do erro
quadrado médio (RMSE).

N
1
RMSE = NZ(Vei ~7,)° (5)
i=1

Onde: V,; sdo os valores experimentais das propriedades, V,; sdo os valores preditos

pelos modelos ajustados e N é o nimero de observacdes. O desvio padrdo para cada propriedade
também foi calculado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Massa especifica, indice de refracdo, condutividade elétrica e volume especifico

aparente das misturas binéarias

A massa especifica, o indice de refracdo, condutividade elétrica e volume especifico
aparente das solugdes aquosas de liquido i6nico ([Comim]CI) foram medidas em diferentes
temperaturas relativas (0,9832, 1,0168, 1.0503 e 1,0839) e fracdes massicas w = (0,05, 0,2,
0,35, 0,50, 0,65, 0,80, 0,95 e 1). Na Tabela 1 estdo apresentados a média e o desvio padrdo de
tais propriedades em todas as condigdes estudadas.

Tabela 1. Massa especifica (p), indice de refracdo (np), condutividade elétrica (k) e volume
especifico aparente (v,4) das misturas binarias de agua + ([C2mim]CI) em diferentes fragdes

massicas e temperaturas relativas.

W T (K) p (g.cm?) Np K (mS-ecm™)  vyg(cmig?)
0,050 0,9832 1,006+0,001 1,3415+0,0001 17,54+0,76 0,853+0,001
1,0168 1,002+0,001 1,3405+0,0001 17,66+£0,53 0,877+0,001
1,0503 0,998+0,001 1,3390+0,0001 17,43+1,25 0,883+0,001
1,0839 0,994+0,001 1,3375+0,0001 17,98+0,96 0,896+0,001
0,200 10,9832 1,024+0,001 1,3677+0,0001 65,10+1,57 0,852+0,001
1,0168 1,020£0,001 1,3664+0,0001 64,82+1,44 0,860%0,001
1,0503 1,016%0,001 1,3648+0,0001 61,66+1,25 0,868+0,001
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1,0839 1,011+0,001 1,3631+0,0001 63,72+1,38 0,875+0,001
0,350 0,9832 1,047+0,001 1,3958+0,0001  107,81+3,09 0,822+0,001
1,0168  1,043+0,001 1,3943+0,0001  107,33+3,48 0,830+0,001
1,0503  1,038+0,001 1,3923+0,0001  102,94+3,47 0,838+0,001
1,0839 1,032+0,001 1,3901+0,0001  105,95+3,68 0,845+0,001
0,500 10,9832 1,073+0,001 1,4264+0,0001  136,19+0,41 0,792+0,001
1,0168  1,068+0,001 1,4244+0,0001  139,17+0,77 0,801+0,001
1,0503 1,062+0,001 1,4223+0,0001  137,20+0,79 0,809+0,001
1,0839 1,057+0,001 1,4201+0,0001  147,53+0,94 0,816+0,001
0,65 0,9832 1,101+0,001 1,4585+0,0001  167,14+0,14 0,765+0,001
1,0168  1,095+0,001 1,4566+0,0001 171,02+0,77 0,773+0,001
1,0503  1,089+0,001 1,4537+0,0001  173,10+0,79 0,780+0,001
1,0839  1,083+0,001 1,4511+0,0001  180,05+0,94 0,787+0,001
0,800 10,9832 1,122+0,001 1,4987+0,0001 204,50+0,70 0,753+0,001
1,0168 1,118+0,001 1,4906+0,0001 214,47+2,76 0,758+0,001
1,0503 1,114+0,001 1,4855+0,0001 211,59+0,60 0,761+0,001
1,0839  1,109+0,001 1,4777+0,0001 220,52+1,13 0,764+0,001
0,950 10,9832 1,139+0,001 1,5193+0,0001  228,35+1,22 0,748+0,001
1,0168 1,133+0,001 1,5166+0,0001 234,67+1,24 0,755+0,001
1,0503  1,128+0,001 1,5133+0,0001  232,56+1,22 0,760+0,001
1,0839 1,122+0,001 1,5111+0,0001  236,77+0,08 0,764+0,001
1,000 10,9832 1,144+0,001 1,5305+0,0001  241,84+1,70 0,746+0,001
1,0168 1,139+0,001 1,5266+0,0001  249,97+3,97 0,753+0,001
1,0503  1,133+0,001 1,5232+0,0001  246,51+3,13 0,758+0,001
1,0839 1,127+0,001 1,5205+0,0001  253,34+2,65 0,762+0,001

A massa especifica das misturas binarias variou de (0,994 a 1,144) g.cm?, o indice de
refracdo variou de (1,3375 a 1,5305), a condutividade elétrica variou entre (17,54 a 249,97)
mS.cm™ e o volume especifico aparente variou entre (0,746 a 0,896) cm®.gl. A massa
especifica aumentou com a elevacao da fragdo de massa do ([Comim]Cl) e diminuiu com a
elevacdo da temperatura para uma composicéo constante do ([Comim]Cl). Muray et al. (2013)
observaram comportamento semelhante, estudando as propriedades termofisicas do liquido
ibnico a base de imidazolio. A diminuigdo da massa especifica com o0 aumento da temperatura
pode ser atribuida a maior mobilidade das moléculas do liquido com aumento de energia

fornecida na forma de calor, tornando as interacdes dentro do sistema mais fracas, causando a
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expansdo do volume e a diminuicgéo de interacdes moleculares, consequentemente diminuindo
a massa especifica (SIANGCO et al., 2013). No entanto, os valores da massa especifica obtidos
experimentalmente para as misturas binarias sdo menores que os calculados a partir do calculo
de proporcdo direta, considerando que a massa especifica resultante fosse a fracdo dos
constituintes versus suas respectivas massas especificas quando puros. Isto se deve ao fato de
novas interacOes termodindmicas serem formadas a partir da mistura de substéancias, pois se
estas forem mais fortes as moléculas estardo mais proximas. Desta forma, o volume ocupado
por uma mesma massa Serd menor e consequentemente, a massa especifica da substancia sera
maior. O caso inverso também pode ocorrer.

Comportamento similar pode ser observado para o indice de refracdo em todas as
fracBes massicas do ([C2mim]Cl) e temperaturas. Em relacdo a temperatura, fixando-se a fragdo
massica do ([C2mim]Cl), foi verificado que o aumento da temperatura causa uma expansao do
volume do liquido, diminuindo o0 nimero de moléculas que serdo atravessadas pelo feixe de luz
monocromatico, proporcionando uma diminui¢do no indice de refracdo das solug¢bes aquosas.
Observou-se ainda que o indice de refracdo aumentou com a elevacdo na fracdo massica de
([C2mim]Cl). O que indica que o aumento da fracdo de massa de ([Comim]Cl), proporciona um
aumento de moléculas que serdo atravessadas pelo feixe de luz monocromatico,
consequentemente ocorre um aumento em tal propriedade.

Pode-se verificar que a condutividade elétrica aumenta com o aumento da fracdo de
massa do liquido idnico. A condutividade elétrica aumenta com aumento da fragdo massica
([Camim]Cl), devido ao aumento da quantidade de ions presentes nas solu¢des aquosas (XU et
al., 2015).

O volume especifico aparente diminuiu com aumento da fracdo de massa do
([Camim]Cl) para uma mesma temperatura e aumentou com a elevacdo da temperatura, para
uma fracdo massica constante.

A partir dos dados experimentais obtidos, foram ajustados modelos polinomiais dessas
propriedades termofisicas em fungdo da temperatura e fracdo massica do liquido idnico, por
meio do ajuste dos dados experimentais a0 modelo geral (equacdo 4).

A tabela 2 apresenta os coeficientes obtidos a partir da regressao polinomial (eq. 4) para
massa especifica (p), indice de refragdo (np), condutividade elétrica (k) e volume especifico

aparente (v,4). O ajuste entre os dados experimentais e preditos pelo modelo foi satisfatorio,

com valores de R2 e coeficiente de correlagdo maiores que 0,98 e baixo RMSE.

o1



Tabela 2. Parametros ajustados do modelo linear (eq. 4) para massa especifica (p), indice de

refragcdo (np), condutividade elétrica (k) e volume especifico aparente (v,4) para solucdes

aquosas do ([Comim]Cl) em diferentes temperaturas relativas.

Propriedades b1 B B3 Ba Bs Be R? RMSE
p(g.cm™3) 1,1436  0,1631  -0,1502 -0,0130 ns ns 0,9977 0,0033

No 1,3628  0,2765 -0,0327  0,0142 ns -0,0903 0,9994 10,0022

k (1073mS.cm™1) 23,1155 168,2722 -19,0354 -67,7352 ns  137,2398 0,9987 3,9472
Vo0 (cmi.gt) 0,5470  -0,0077  0,3384  0,0806 ns -0,2129  0,9883 10,0072

ns: nao significativo

Os ajustes da tabela 2 mostram um efeito linear negativo da temperatura, para a massa
especifica e indice de refracdo. O que indica que o aumento da temperatura causa uma
diminuig&o nestas propriedades termodindmica em questdo. 1sso ocorre, devido ao aumento da
mobilidade das moléculas das misturas binarias, que causa a expansdao do volume, e a
diminuicdo das interac@es intermoleculares (SIANGCRO; LERON e LI, 2013).

Pode-se observar ainda na tabela que que a condutividade elétrica apresentou
comportamento quadratico para a fracdo de massa do ([Comim]Cl), indicando que o aumento
do ([Comim]Cl) aumenta a concentragdo de ions presentes em solucéo, e consequentemente
aumenta a condutividade elétrica.

Pode-se observar que para o volume especifico aparente o termo referente a temperatura
foi positivo, indicando que com o aumento da temperatura, as moléculas tendem a se afastar e

consequentemente aumenta o volume.
3.2. Coeficiente de Expansao Térmica

O coeficiente de expansdo térmica (ap) € um indicador para expansdo ou contracao de
um fluido em todas as dire¢des com a temperatura. Foi verificado que o coeficiente de expansao
térmica aumentou com a elevagdo da temperatura em todas misturas binérias (Tabela 3). Esse
comportamento esta de acordo ao encontrado por Muhammad et al. (2012) que estudaram
propriedades termofisicas de um liquido i6nico e por Wu et al. (2012) que estudaram as

propriedades termofisicas de misturas binarias compostas por liquido idnico + polietilenoglicol.
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Tabela 3: Coeficiente de expansao térmica das misturas binarias de agua +([Comim]CI) em

diferentes fracGes massicas e temperaturas relativas.

W Tr apx107T (K7
0,050 0,9832 1,4959
1,0168 1,5034
1,0503 1,5111
1,0839 1,5188
0,200 0,9832 1,4603
1,0168 1,4675
1,0503 1,4748
1,0839 1,4821
0,350 0,9832 1,4264
1,0168 1,4333
1,0503 1,4402
1,0839 1,4472
0,500 0,9832 1,3940
1,0168 1,4006
1,0503 1,4072
1,0839 1,4138
0,65 0,9832 1,3631
1,0168 1,3693
1,0503 1,3756
1,0839 1,3820
0,800 0,9832 1,3335
1,0168 1,3394
1,0503 1,3455
1,0839 1,3516
0,950 0,9832 1,3051
1,0168 1,3108
1,0503 1,3166
1,0839 1,3225
1,000 0,9832 1,2959
1,0168 1,3016
1,0503 1,3073
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1,0839 1,3130

3.3. Volume
molar de excesso

O volume molar de excesso (Vi) foi determinado indiretamente a partir dos dados da
massa especifica dos componentes puros e da mistura binaria.

A variacdo no volume molar de excesso, VmE com a concentragdo do ([Comim]Cl) e
temperatura estdo representados graficamente na figura 1. O volume molar de excesso das
misturas binarias ([Comim]Cl) + agua sdo negativos com valor minimo na concentracao de 0,80
e temperatura de 323,15 K. Os valores negativos da Vmt podem ser explicados por varios
fatores, tais como: pelo enfraquecimento das interacGes entre os cations e o anion do liquido
ibnico durante a adicdo de agua; contracao do liquido ibnico durante a adi¢cdo de agua; diferenca
de tamanho do LI e da 4gua (DOMANSKA e REKAWEK, 2009).

Figura 1. Volume Molar de Excesso (VmF) das solugdes aquosas do ([Comim]Cl) como
fungdo da fragdo massica em diferentes temperaturas, T/K: @, 293,15; o, 303,15; V¥, 313,15;
A, 323,15.
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4. CONCLUSAO

Foi possivel verificar que as propriedades densidade, indice de refragdo, volume
especifico aparente foram afetadas pela fracdo massica do ([Comim]Cl) e temperatura. A
condutividade elétrica foi afetada pela fracdo massica do ([Comim]Cl). Modelos polinomiais
para as propriedades apresentaram ajuste satisfatorio aos dados experimentais. Foi verificado
também que o volume molar de excesso foi negativo em quase toda faixa de fracdo massica e
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temperatura, que pode ser devido ao enfraguecimento das interacBes entre os cations e 0s anios
do liquido ibnico durante a adicdo de agua e pela diferenca de tamanho das moléculas do
Liquido idnico e agua.
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CAPITULO 3

ARTIGO 2

Massa especifica, indice de refracdo, condutividade elétrica, volume especifico aparente e
coeficiente de expansao térmica das misturas binarias de agua + PEG 1500 e PEG 4000
em (293,15 a 323,15) K e das fases de sistemas aquosos bifasicos compostos por PEG 1500
ou 4000 e ([Czmim]Cl)
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RESUMO

Solucdes aquosas de polietilenoglicol sdo frequentemente utilizados em processos envolvendo
a separacao e ou purificacdo de materiais bioldgicos. Propriedades termofisicas de solucGes
aquosas de polietilenoglicol 1500 g.mol e 4000 g.mol* foram medidas como fungio da
temperatura T = (293,15, 303,15, 313,15 e 323,15) K e fracdo massica w = (0,05, 0,125, 0,20,
0,275, 0,35, 0,425 e 0,50). A massa especifica das solu¢des aquosas do polietilenoglicol 1500
e do polietilenoglicol 4000 variaram de (0,995-1,087) g.cm™ e (0,996-1,089) g.cm?,
respectivamente. O indice de refracdo das solugdes aquosas do polietilenoglicol 1500 e do
polietilenoglicol 4000 variaram de (1,3352-1,4057) e (1,3349-1,4075), respectivamente. O
volume especifico aparente variou entre (0,756-0,849) cm®g™ e (0,751-0,850) cm*g?, para as
solugdes aquosas do polietilenoglicol 1500 e do polietilenoglicol 4000, respectivamente. A
condutividade elétrica variou de (39,05-107,98) 10°mS-cm* e (32,54-106,24) 103 mS-cm 2,
para as solucGes aquosas do polietilenoglicol 1500 e do polietilenoglicol 4000, respectivamente.
Modelos polinomiais para as propriedades como funcdo da fracdo de massa dos polimeros e
temperaturas foram ajustados, observando boa concordancia. Pode-se observar que todos 0s
valores da caracterizacao das fases, estdo dentro da faixa estudada para as misturas binarias.

Palavras-Chave: Polimero, fracdo massica, propriedades termodinamicas.

1. INTRODUCAO

Sistemas tradicionais de extracdo liquido-liquido (ELL) sdo muito empregados nas
industrias para processos de pré-concentracdo, extracao e purificacdo de compostos de interesse
econdmico, utilizando solventes organicos que geralmente sdo toxicos, cancerigenos e
inflamaveis (DA SILVA, et al., 2006). Para extracdo e purificacdo de proteinas e biomoléculas,
no entanto o método classico de extracdo liquido-liquido ndo é adequado, devido a sensibilidade
destes compostos a desnaturacdo promovida por solventes organicos (SAMPAIO et al., 2012).

Neste contexto, uma alternativa a ELL tradicional é o sistema aquoso bifésico (SAB),
que sob determinadas condi¢des de composicdo e temperatura se divide em duas fases em
equilibrio termodinamico. Eles podem ser formados pela mistura de 4gua, com dois polimeros
estruturalmente diferentes (KULAGUIN-CHICAROUX e ZEINER, 2014), por um polimero e
um eletrolito (SOUZA JR et al., 2013), ou por dois eletrolitos (ZAFARANI-MOATTAR e
HAMZEHZADEH, 2007). Este método apresenta caracteristicas importantes que incluem
baixo custo e toxicidade, pequeno valor de tensao interfacial, e alto conteldo de agua, que
permite um ambiente favoravel no qual solutos podem ser separados e purificados (ASENJO e

ANDREWS, 2011; RODRIGUES et al., 2013; RENGIFO et al., 2015).
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Sistemas aquosos bifasicos (SAB’s) contendo polimero sintético (PEG) tem sido
utilizado para extracdo, separacdo e purificacdo de diversos solutos tais como proteinas
(ALCANTARA et al., 2014), enzimas (SILVERIO et al., 2012), antibidticos (ROSA et al.,
2010), acidos nucleicos (SILVERIO et al., 2010), moléculas organicas (MAGESTE et al.,
2012). A transferéncia de um soluto de uma fase para outra fase no SAB depende fortemente
dos componentes do sistema, bem como das propriedades termodindmicas intensivas das duas
fases em equilibrio, tais como indice de refracdo e massa especifica (BARBOSA et al., 2015).
Consequentemente, informacoes relativas ao comportamento dindmico de solucfes aquosas de
PEG 1500 e PEG 4000 sdo necessarios para a concepc¢ao de processos biotecnoldgicos em que
estes polimeros sdo utilizados.

Neste estudo objetivou-se determinar as propriedades termodindmicas densidade, indice
de refracdo, condutividade elétrica, volume especifico aparente e coeficiente de expansao
térmica de solucdes aquosas de polietilenoglicol (1500 e 4000) g.mol™em diferentes fragGes
massicas w = (0,05, 0,125, 0,20, 0,275, 0,35, 0,425 e 0,50), e das fases dos sistemas aquosos
bifasicos formados por polietilenoglicol (1500 ou 4000) + cloreto de 1 etil 3 metil imidazolio

+ agua, em diferentes temperaturas .

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

O polietilenoglicol 1500 g.mol™* (CAS: 25322-68-3) e 4000 g.mol* (CAS: 25322-68-
325322-68-3) da Synth, Brasil. O liquido idnico utilizado foi o cloreto 1-etil-3-metil imidazolio
([Comim]Cl) (>95% de pureza; CAS: 65039-09-0) foi adquirido da Sigma Aldrich. Foi utilizada
agua destilada no preparo das solugdes. Todo o experimento foi realizado no Laboratério de
Engenharia de Processos da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de

Itapetinga - Bahia.
2.2.Métodos
2.2.1. Preparo de solugdes

As solucdes aquosas do polietilenoglicol 1500 g.mol(PEG 1500) e 4000 g.mol* (PEG
4000) e do ([Camim]Cl) foram preparadas utilizando uma balanca analitica M254A (Bel
Engineering, Piracicaba, Brasil) com uma precisdo de + 0,0001 g. Solugdes estoques de PEG
1500 e PEG 4000 (w=0,50) foram preparadas e quantidades apropriadas dessa solu¢do foram
diluidas com &gua destilada para obter as concentragcfes desejadas w= (0,05, 0,125, 0,2, 0,275
e 0,35, 0,425, 0,50). Solucéo estoque de ([C2mim]Cl) foi preparada na fragdo méassica de 0,80.
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As analises foram realizadas em todas as solugdes preparadas nas temperaturas de T =(293,15,
303,15, 313,15 e 323,15) K, que correspondem as temperaturas relativas T= (0,9832, 1,0168,
1,0503, 1,0839), respectivamente.

2.2.2. Preparo dos sistemas

Os sistemas compostos por PEG + ([Comim]Cl) + agua foram preparados utilizando
solucdes estoque de PEG em agua e ([C.mim]Cl) em agua. Foram utilizados dois pontos globais

para cada sistema LI-PEG, os quais estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdes globais para os sistemas formados por LI + PEG + agua, expressas em

porcentagem massica (Yow/w).

Ponto Global 303,15 K 31315 K 323,15 K
LI PEG LI PEG LI PEG

PEG 1500

1 41 21 44 20 42 24

2 43 23 46 22 44 26
PEG 4000

1 38 22 45 20

2 40 24 27 22

Os sistemas foram obtidos em cada temperatura, com composi¢6es conhecidas em tubos
de centrifuga graduados de fundo cénico, a partir da massa do liquido idnico, PEG e agua para
uma massa total do sistema de 10 g. A mistura foi agitada vigorosamente e entdo centrifugada
(SP LABOR, modelo Sp-701, Presidente Prudente, Brasil) a uma forca centrifuga de 2000 g
por 10 minutos, para acelerar a separacdo de fases. Os tubos foram mantidos em repouso,
durante 12 horas em estufa B.O.D (LONGEN SCIENTIFC, modelo LG340 FT220), nas
temperaturas de trabalho estudadas, para se alcancar o equilibrio das fases. Todas as solucdes
e diluicbes foram preparadas, usando uma balanga analitica M254A (Bel Engineering,
Piracicaba, Brasil) com uma precisdo de £+ 0,0001 g, na pesagem dos reagentes para que 0 erro
obtido a partir do balan¢o de massa fosse reduzido.

Alcancado o equilibrio, uma aliquota de cada uma das fases resultante foi separada
utilizando seringa de 5 mL com agulhas longas. Primeiramente, coletou-se a fase superior até
que restasse uma camada de aproximadamente 5 mm desta fase acima da interface. Este
procedimento visou garantir que a interface nao fosse perturbada. Em seguida, apos a coleta da
fase superior, uma seringa foi introduzida cuidadosamente na célula de equilibrio para a retirada
da fase inferior, evitando que a interface fosse perturbada. As fases foram coletadas, pesadas e
armazenadas em recipientes com tampa sob refrigeracdo até que todas as analises fossem

realizadas.
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2.2.3. Massa especifica, indice de refracdo, condutividade elétrica, volume especifico

aparente e coeficiente de expansao térmica

As massas especificas das solucdes foram determinadas utilizando-se um Densimetro
Digital de Bancada DMA 5000M (ANTON PAAR, Graz, Austria) com uma precisio de %5 x
10 g.cm™ e repetibilidade de +1 x 10 g.cm™ na faixa de operacéo 0 a 3 g.cm™. A faixa de
temperatura do equipamento € de 273,15 K a 363,15 K com uma precisdo de +0,01 K e
repetibilidade de 0,001 K.

Para o indice de refracdo, foi utilizado o refratbmetro digital Q767BD (Quimis,
Diadema, Brasil) com precisdo de *0,0002. Este aparelho foi conectado a um banho
termostatico (Tecnal, Te-184, Piracicaba, Brasil), que permitia o controle da temperatura com
uma precisao de 0,1 K. O equipamento foi calibrado com agua destilada na temperatura de
estudo, em seguida a amostra foi colocada no prisma do refratbmetro para proceder a leitura
direta.

A condutividade elétrica foi determinada utilizando um condutivimetro digital de
bancada Q795m (Quimis, Diadema, Brasil) com precisdo de 0,5%. O equipamento foi calibrado
com solucdo padréo de KCI 0,01 M. A temperatura das amostras foram controladas em banho
termostatico (Tecnal, Te-184, Piracicaba, Brasil), que permitia o controle da temperatura com
uma precisdo de 0,1 K.

O volume especifico aparente (v, ) foi calculado a partir dos dados da massa especifica,

utilizando a seguinte equagéo:

v2¢=l[1+p0—p] (1)
p wpg

Em que: p (g.cm™) e p, (g.cm™) sdo as massas especificas da mistura binaria e agua
pura, respectivamente.

A massa especifica calculada para as misturas binarias foi utilizada para calcular o
coeficiente de expanséo térmica (ap) em cada fracdo massica, por meio da seguinte equacao:

-1

Onde: p é a massa especifica em g.cm™.

Toda analise estatistica foi realizada utilizando o Sistema de SAEG v.9.1(RIBEIRO JR,
2001). O experimento foi realizado no delineamento inteiramente casualizado (DIC), com duas
repeticdes e em triplicata. Aos dados experimentais obtidos foram ajustados modelos

polinomiais, onde o coeficiente de correlacdo foi calculado em relacdo as médias dos
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tratamentos. O coeficiente de correlacéo entre os valores preditos e reais foram calculados para
todos 0os modelos. O desvio padrédo para cada propriedade também foi calculado. Todas as
andlises foram realizadas considerando um nivel de significancia de 5%.

Foram ajustados modelos polinomiais dessas propriedades termofisicas em funcéo da
temperatura relativa (T/Treferencia) € da fragdo massica dos polimeros, por meio do ajuste do
modelo aos dados experimentais (equacdo 3), obtendo assim o efeito combinado de tais
propriedades em relagdo as varidveis estudadas. Foi considerado 298,15 K como a temperatura

de referéncia (Treferencia).
Y =By + Bow + B T+HPw? + BsT? + BewT (3)

Onde: Y é a propriedade termodindmica e Pi1, P2,B3, Ps, Ps € PeSd0 constantes
determinadas a partir dos dados experimentais.

O modelo foi selecionado com base na significancia dos parametros com base no teste
t de Student, valor p menor que 0,05, coeficiente de determinacgéo (R?) e a raiz quadrada do erro
quadrado médio (RMSE).

N
1
RMSE = NZ(Vei ~7,)° 4)
i=1

Onde: V,; sdo os valores experimentais das propriedades, V,; sdo os valores preditos

pelos modelos ajustados e N é o nimero de observacdes. O desvio padrao para cada propriedade

também foi calculado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Massa especifica, indice de refracdo, condutividade elétrica e volume especifico
aparente

Na tabela 2 estdo apresentados a média e desvio padrdo para os valores da massa
especifica, indice de refragdo, condutividade elétrica e volume especifico aparente para as
solugdes do PEG 1500, PEG 4000em todas as condic¢des estudadas. Pode-se observar que a
massa especifica das solucdes aquosas do PEG 1500 e do PEG 4000 variaram de (0,995-1,087)
g.cm? e (0,996-1,089) g.cm, respectivamente. O indice de refracdo das solucBes aquosas do
PEG 1500 e PEG 4000 variaram de (1,3352-1,4057) e (1,3349-1,4075), respectivamente. O
menor valor para ambas propriedades citadas foi encontrado na fracdo de massa de 0,05, na
temperatura relativa de 1,0839 e o maior valor foi verificado na fragdo de massa de 0,50, ambos

na temperatura relativa de 0,9832.
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O volume especifico aparente variou entre (0,756-0,849) cm*g™e (0,751-0,850)cmg?,
para as solugGes aquosas do PEG 1500 e PEG 4000, respectivamente. O menor foi verificado
na temperatura relativa de 0,9832, na fragcdo massica de 0,50 e o0 maior valor na fragdo méssica
de 0,05 e na temperatura relativa de 1,0839.

A condutividade elétrica variou de (39,05-107,98) 10°mS-cm™ e (32,54-106,24) 102
mS-cmL,para as solugBes aquosas do PEG 1500 e PEG 4000, respectivamente, sendo o menor
valor encontrado na fracdo de massa de 0,50, na temperatura relativa de 0,9832 e o maior valor
foi verificado na fracao de massa de 0,275 para o PEG 1500e 0,20 para o PEG 4000, ambos na

temperatura relativa de 1,0839.
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Tabela 2.Massa especifica (p), indice de refragéo (np), condutividade elétrica (i) e volume especifico aparente (v,p) das misturas binarias do PEG

1500 + &gua e do PEG 4000 + agua em diferentes fragdes massicas e temperaturas relativas.

W T(K) o (g.cm?) Np vy (cmgt) K103(mS.cm™)
PEG 1500 PEG 4000 PEG 1500 PEG 4000 PEG 1500 PEG 4000 PEG 1500 PEG 4000
0,050 0,9832 1,007+0,001 1,007+0,001 1,3396+0,0001 1,3400+£0,0001 0,829+0,001 0,824+0,001  41,35+0,07  48,80+0,60
1,0168 1,004+0,001 1,004+0,001 1,3384+0,0001 1,3384+0,0001 0,838+0,001 0,832+0,001 42,75+0,54 50,67+3,39
1,0503 1,000£0,001 1,000+0,001 1,3360+0,0001 1,3367+0,0001 0,849+0,001 0,841+0,001 50,97+0,33 51,35+0,21
1,0839 0,995+0,002 0,996+0,001 1,3352+0,0001 1,3349+0,0001 0,849+0,001 0,850+0,001 52,36+0,81  51,88+0,85
0,125 10,9832 1,019+0,001 1,020+0,002 1,3498+0,0001 1,3504+0,0001 0,816+0,001 0,812+0,001 79,20+0,61  75,18+0,64
1,0168 1,016+0,001 1,016+0,005 1,3483+0,0001 1,3488+0,0001 0,826+0,001 0,821+0,001 82,98+0,81  77,72+3,11
1,0503 1,012+0,001 1,012+0,001 1,3465+0,0001 1,3468+0,0001 0,835+0,001 0,830+0,001 86,97+0,81  79,80+3,68
1,0839 1,007+0,001 1,007+£0,001 1,3450+0,0001 1,3451+0,0001 0,843+0,001 0,840+0,001 88,54+1,88 82,44+2,26
0,20 0,9832 1,032+0,001 1,033+0,003 1,3604+0,0001 1,3607+0,0001 0,803+0,001 0,799+0,001  89,54+0,07  89,30+0,92
1,0168 1,028+0,001 1,029+0,001 1,3589+0,0001 1,3599+0,0001 0,813+0,001 0,809+0,001 94,76+0,20  97,04+0,83
1,0503 1,024+0,001 1,024+0,001 1,3572+0,0001 1,3580+0,0001 0,823+0,001 0,819+0,001 100,23+0,54 99,07+0,86
1,0839 1,019+0,001 1,019+0,001 1,3555+0,0001 1,3563+0,0001 0,828+0,001 0,828+0,001 103,35+0,47 106,24+0,32
0,275 10,9832 1,047+0,001 1,048+0,001 1,3714+0,0001 1,3727+0,0001 0,786+0,001 0,784+0,001 87,02+0,13 80,07%1,70
1,0168 1,042+0,001 1,043+0,001 1,3694+0,0001 1,3705£0,0001 0,797+£0,001 0,795+0,001 94,64+0,41  87,14+0,35
1,0503 1,037£0,001 1,037+0,001 1,3677+0,0001 1,3684+0,0001 0,807+0,001 0,805+0,001  99,07+0,54  92,15+0,71
1,0839 1,031+0,001 1,031+0,001 1,3657+0,0001 1,3660+0,0001 0,817+0,001 0,816+£0,001 107,98+0,27 98,77+1,06
0,35 0,9832 1,061+0,001 1,063+0,001 1,3834+0,0001 1,3849+0,0001 0,775+0,001 0,767+0,001  74,89+0,47 73,42+1,74
1,0168 1,055+0,001 1,057+0,001 1,3811+0,0001 1,3829+0,0001 0,789+0,001 0,779+0,001 84,46+0,88 82,93+1,96
1,0503 1,049+0,001 1,051+0,001 1,3785+0,0001 1,3800+£0,0001 0,798+0,001 0,791+0,001 92,29+1,68 87,74+0,81

65



0,425

0,50

1,0839
0,9832
1,0168
1,0503
1,0839
0,9832
1,0168
1,0503
1,0839

1,043+0,001
1,075+0,001
1,069+0,002
1,062+0,001
1,056+0,001
1,087+0,001
1,080+0,001
1,073+0,001
1,065+0,001

1,045+0,001
1,077+0,001
1,070+0,001
1,063+0,001
1,056+0,001
1,089+0,001
1,082+0,001
1,075+0,001
1,067+0,001

1,3759+0,0001
1,3955+0,0001
1,3927+0,0001
1,3902+0,0001
1,3871+0,0001
1,4057+0,0001
1,4034+0,0001
1,4010+0,0001
1,3979+0,0001

1,3782+0,0001
1,3965+0,0001
1,3937+0,0001
1,3912+0,0001
1,3887+0,0001
1,4075+0,0001
1,4059+0,0001
1,4026+0,0001
1,3995+0,0001

0,808+0,001
0,761+0,001
0,774+0,001
0,786+0,001
0,795+0,001
0,756+0,001
0,769+0,001
0,781+0,001
0,792+0,001

0,801+0,001
0,757+0,001
0,770+0,001
0,782+0,001
0,793+0,001
0,751+0,001
0,764+0,001
0,776+0,001
0,788+0,001

102,19+1,61
57,39+0,34
66,97+0,47
77,21+1,01
87,12+0,54
39,05+0,13
50,40+0,20
59,52+0,07
68,62+0,81

96,63+0,77
49,36+1,13
59,22+0,35
67,59+0,14
79,02+1,41
32,54+0,64
41,14+1,27
48,78+0,49
58,12+0,64
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A massa especifica das misturas binarias de PEG 1500 e PEG 4000 + agua, diminuiram
com o aumento da temperatura e aumentaram com a elevacdo da fracdo massica.
Comportamento similar foi observado por Trivedi, Bhanot e Pandey (2010), estudando o efeito
da temperatura sobre a densidade de solucGes aquosas de polietilenoglicol. A diminuicdo da
massa especifica com o aumento da temperatura pode ser atribuida a maior mobilidade das
moléculas do liquido, que causa a expanséao do volume e a diminuicdo de interacGes moleculares
(SIONGCO; LERON; LI, 2013). Os valores da massa especifica das solu¢Ges aquosas do PEG
1500 e do PEG 4000 foram bem préximos, estando de acordo aos resultados encontrados por
Kirin¢i¢ ¢ Klofutar (1998) que determinaram a massa especifica de solucdes aquosas de
polietilenoglicol de peso molecular na faixa de 300 a 35000 g.mol™ a 298.15 K e verificaram
que os valores da massa especifica sdo praticamente independentes da massa molecular do
polietilenoglicol.

Comportamento similar pode ser observado para o indice de refracdo em todas as
fracbes massica para o0 PEG 1500 e PEG 4000. Pode-se verificar que o aumento na fracdo de
massa dos polimeros aumenta o indice de refracdo e que a diminui¢do da temperatura diminui
o0 indice de refracdo das misturas binarias. Comportamento similar foi observado por Costa (et
al., 2014), estudando o efeito da temperatura sobre algumas propriedades de solu¢cbes aquosas
de polietilenoglicol 1500. De acordo com Ohlweiler (1981), o aumento da temperatura provoca
uma expansdo do volume do liquido, diminuindo o nimero de moléculas que serdo atravessadas
por um feixe de luz monocromatico, proporcionando uma diminui¢do no indice de refracdo das
solucdes. Com a diminuicdo da temperatura, ocorre uma condensacdo das moléculas,
aumentando o namero de moléculas que serdo atravessadas por um feixe de luz monocromatico,
proporcionando aumento no indice de refracao.

O volume especifico aparente das misturas binarias de PEG 1500 + agua e PEG 4000 +
agua decresceram com o aumento da fragdo massica do polimero e aumentaram com a elevagéo
da temperatura. Comportamento similar foi observado por Sadeghi, Hosseini e Jamehbozorg
(2008), estudando o efeito do sal de fosfato de sodio nas propriedades termodinamicas das
solugdes aquosas de polietilenoglicol 6000 em diferentes temperaturas.

Pode-se verificar que a condutividade elétrica diminui com o aumento da temperatura e
apresentou um efeito parabdlico com a fragdo de massa dos polimeros. Comportamento similar
foi encontrado por Costa et al., (2014), estudando o efeito da temperatura sobre algumas
propriedades de solucbes aquosas de polietilenoglicol 1500, nas fragfes massicas entre 0,05-
0,25, e verificaram que a condutividade das solug@es variou de (66,22-170,29) 103 mS.cm™.

Esses valores foram superiores ao encontrado no trabalho para o PEG 1500 g.mol™. Silva et al.,
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(2007), estudando as propriedades termofisicas de solucdes aquosas de PEG 4000 nas

temperaturas de (278,15 e 318,15) K, e encontraram valores na faixa de (28-140) 10°mS.cm™.
3.2. Efeito combinado da concentracéo e temperatura

A partir dos dados experimentais obtidos, foram ajustados modelos polinomiais das
propriedades termofisicas estudadas em funcdo da temperatura e fragdo massica dos polimeros,
por meio do ajuste do modelo polinomial de 2° ordem (equacao 3) aos dados experimentais,
obtendo assim uma expressao correlacionando a temperatura e fracdo massica dos polimeros.

A tabela 3 apresenta os coeficientes obtidos a partir da regressao polinomial (eq. 3) para
massa especifica (p), indice de refragdo (np), condutividade elétrica (i) e volume especifico
aparente (Vo). O ajuste entre os dados experimentais e preditos pelo modelo foi satisfatério,
com valores de R2 maiores que 0,99 para todas as propriedades, exceto para a condutividade
elétrica e baixo RMSE.

Tabela 3. Parametros ajustados do modelo linear (eg. 3) para massa especifica (p), indice de
refracdo (np), condutividade elétrica (k) e volume especifico aparente (Vo) das solucdes

aquosas do PEG 1500 e do PEG 4000 em diferentes fracGes massicas e temperaturas.

Propriedades PEG b1 B2 B3 Ba Bs Be R2 RMSE
p (g.cm™3) 1500 1,0875 0,4238 -0,0917 ns ns -0,2468  0.9997 0,0007
4000 1,0903 0,4316 -0,0945 ns ns -0,2507  0,9996 0,0007

Np 1500 1.3685 0,2271 -0,0366 0,0215 ns -0,0915  0.9998 0,0004
4000 11,3731 0,2200 -0,0414 0,0183 ns -0,0791  0,9998 0,0005

K (1073mS.cm™1) 1500 -39,3590  -3,8459 66,3721 -928,5471 ns 439,0542 0,8966 18,1100

4000 12,9874 -104,5325 18,9901 -906,4687 ns 556,1875  0,9756 4,3978

V59 (cmi.g?) 1500 0,6378 -0,5304 0,2082 0,0943 ns 0,3126 0,9966 0,0022
4000 0,5929 -0,4594 0,2471 0,0820 ns 0,2492 0,9971 0,0020

ns: néo significativo.

Observa-se, que para a massa especifica e para o indice de refracdo o termo referente a
temperatura foi negativo, comprovando que a esta propriedade citada anteriormente foi afetada
negativamente com o aumento dessa variavel. Isto pode ser explicado que com fornecimento
de energia na forma de calor, as interagdes existentes no sistema enfraquecem, causando uma
maior mobilidade das moléculas, que tendem a ocupar volume maior para a mesma unidade de
massa de uma condicéo anterior, diminuindo assim, a massa especifica e o indice de refracéo.

Além disso, as misturas binarias, apresentaram coeficiente positivo para a fracdo massica de
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PEG 1500 e PEG 4000, confirmando que a presenca do polimero nos sistemas contribui para o
aumento destas propriedades.

Pode-se observar que a condutividade elétrica aumenta em baixas fra¢cfes massicas dos
polimeros, diminuindo com o aumento da fracdo massica dos polimeros.

Para o volume especifico aparente o termo referente a temperatura foi positivo,
indicando que com o aumento do fornecimento de energia na forma de calor, as moléculas

tendem a se afastar e consequentemente o volume aumenta.
3.3. Coeficiente de Expansdo Térmica

O coeficiente de expansdo térmica ou volume de expansividade (ap) € um indicador para
expansdo ou contracdo de um fluido em todas as direcGes com a temperatura. O coeficiente de
expansdo térmica foi calculado utilizando a equacdo 3, utilizando os parametros do ajuste da
equacéo 3. Os resultados estdo apresentados graficamente na Tabela 4.

Pose-se verificar que o coeficiente de expansdo térmica para as misturas binarias de
agua + PEG 1500 e agua + PEG 4000 tiveram uma diminui¢cdo com a temperatura. Esse
comportamento esta de acordo ao encontrado por Muray et al., (2013) estudando propriedades
termofisicas de liquidos i6nicos e por Wu et al.(2012) que estudaram as propriedades
termofisicas de misturas binarias compostas por liquido iénico + polietilenoglicol. Pode-se
verificar ainda na tabela 4 que o coeficiente de expansdo térmica aumentou com o aumento da
concentracdo dos polimeros.

Tabela 4: Coeficiente de expansdo térmica das misturas binarias de agua + ([Comim]CI) em

diferentes fracGes massicas e temperaturas relativas.

0p. 107 (K1)
W T (K)
PEG 1500 PEG 4000
0,050 09832  1,0338+0,001  1,0633%0,001
1,0168  1,0374+0,001  1,0671+0,001
1,0503  1,0410£0,001  1,0709+0,001
1,0839  1,0447+0,002  1,0748+0,001
0,125 09832  1,2015+0,001  1,2331+0,002
1,0168  1,2064+0,001  1,2382:0,005
1,0503  1,2113+0,001  1,2434+0,001
1,0839  1,2162+0,001  1,2486+0,001
0,20 09832  1,3648+0,001  1,3983+0,003
1,0168  1,3711#0,001  1,4049+0,001
1,0503  1,3774+0,001 1,4115+0,001
1,0839  1,3838+0,001  1,4182+0,001
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0,275 0,9832 1,5238+0,001  1,5591+0,001
1,0168 1,5317+0,001  1,5673+0,001
1,0503 1,5396+0,001  1,5756+0,001
1,0839 1,5476+0,001  1,5840+0,001
0,35 0,9832 1,6788+0,001  1,7158+0,001
1,0168 1,6883+0,001  1,7257+0,001
1,0503 1,6980+0,001  1,7358+0,001
1,0839 1,7077+0,001  1,7459+0,001
0,425 0,9832 1,8299+0,001  1,8684+0,001
1,0168 1,8412+0,002  1,8802+0,001
1,0503 1,8526+0,001  1,8921+0,001
1,0839 1,8642+0,001  1,9042+0,001
0,50 0,9832 1,9772+0,001 2,0171+0,001
1,0168 1,9904+0,001 2,0308+0,001
1,0503 2,0038+0,001  2,0448+0,001
1,0839 2,0173+0,001  2,0589+0,001

3.4. Caracterizacao das fases

As propriedades fisicas da fase superior e inferior em sistemas ternarios apresentam
caracteristicas distintas em relacdo a composicdo e temperatura. Essas informacbes sao
necessarias para a concepcao e aumento de escala de producdo de processos de extracGes.
Portanto, nas Tabelas de 5 e 6 estdo apresentados os valores experimentais da massa especifica
(p), indice de refragdo (np) e condutividade (k) das fases dos sistemas compostos por PEG
1500+ [Comim]CI + &gua; PEG 4000+ [Comim]Cl + &gua, nas temperaturas de (303,15, 313,15,
e 323,15) K, respectivamente.

Na tabela 5, pode-se observar que a densidade das fases superior e inferior do sistema
composto por PEG 1500 + ([Comim]Cl) variaram de (1,0799 a 1,0897) g.cm™ e (1,0833 a
1,0959) g.cm, respectivamente. O indice de refragdo variou de (1,4397 a 1,4561) na fase
superior e (1,4445 a 1,4555) na fase inferior. Por meio da analise dos dados, verificou-se um
aumento da massa especifica e do indice de refragdo com o aumento da concentracdo dos
constituintes, tanto na fase superior quanto na fase inferior dos sistemas, como resultado do
aumento do comprimento da linha de amarracdo. Além disso, pode-se verificar que a fase
inferior, composta por PEG e agua é um pouco mais densa que a fase superior rica em

([C2mim]Cl) e agua.
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Em relacdo ao indice de refracdo foi observado que a fase superior apresenta valores
maiores que a fase inferior por causa do aumento da densidade, que torna a propagacéo de luz
mais dificil. Este comportamento descrito foi também relatado na literatura para solugdes
contendo polimeros de diferentes massas molares (SANTOS et al., 2012). O mesmo
comportamento para a densidade e indice de refracdo pode ser observado no sistema composto
por PEG 4000 + ([Comim]Cl) descrita na tabela 6.

Pode-se observar que todos os valores presentes nas tabelas 5 e 6, estdo dentro da faixa
estudada para as misturas binarias de + ([Comim]Cl) + 4gua, PEG 1500 + agua e PEG 4000 +

agua.

Tabela 5. Massa especifica, indice de refracdo e condutividade elétrica para sistemas

compostos por PEG 1500 + (JComim]ClI) + &gua em diferentes temperaturas.

Fase Superior Fase inferior
CLA
p@cm3® o xk(mS.cm?) p(g.cm?) no  k(mS.cm?)

303,15 K

0,7333 1,0853 11,4447 32,1116 1,0900 1,4493 20,0163

0,5605 1,0897  1,4468 24,2164 1,0959 1,4532 19,9212
313,15 K

0,4617 1,0822 1,4397 31,8371 1,0858 1,4445 23,1188

0,6047 1,0846  1,4561 37,1634 1,0887 1,4535 21,2976
323,15 K

‘0,6115 1,0799 1,4456 69,7321 1,0833 1,4537 23,8136

0,7244 1,0813  1,4478 35,7184 1,0850 1,4555 17,9659

Tabela 6. Massa especifica, indice de refracdo e condutividade elétrica para sistemas

compostos por PEG 4000 + (JComim]ClI) + &gua em diferentes temperaturas.

Fase Superior Fase inferior
A p (g.cm?) no Kk (mScm?) p(g.cm?) no Kk (mS.cm?)
313,15K
0,4880  1,0713  1,4293 32,5101 1,0844  1,4538 17,9532
0,6540 1,0776  1,4373 33,1081 1,0858  1,4552 15,8111
323,15K
0,4658  1,0793  1,4287 44,4871 1,0808  1,4561 25,3999
0,4983  1,0803  1,4468 37,6488 1,0847  1,4573 21,9663
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4. Concluséao

Foi possivel verificar que as propriedades densidade, indice de refracdo, volume
especifico aparente e condutividade elétricas foram afetadas pela fragdo massica dos polimeros
e temperatura. Foi possivel verificar que o coeficiente de expansdo térmica aumentou com o
aumento da temperatura e fracdo massica dos polimeros. Modelos polinomiais para as
propriedades apresentaram ajuste satisfatorio aos dados experimentais. Foi verificado que com
0 aumento do CLA houve um aumento nas propriedades das fases, devido a maior concentragdo

dos constituintes na fases superiores e inferiores.
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CAPITULO 4

ARTIGO 3

Dados de equilibrio de sistemas aquosos bifasicos composto por polietilenoglicol

([C2min]Cl) + dgua e sua aplica¢do na particio da a-amilase
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RESUMO

Neste trabalho, estudou-se o processo de extracdo liquido-liquido por sistemas aquosos
bifasicos (SAB) para a parti¢do da a-amilase. Os SAB’s foram compostos por polietilenoglicol
(PEG) 1500 g.mol? ou polietilenoglicol (PEG) 4000 g.mol® + cloreto de 1-etil-3-
metilimidazolio + 4gua. Inicialmente foram obtidos dados de equilibrio formados por PEG 1500
+ cloreto de 1-etil-3-metilimidazolio+ agua, PEG 4000 + cloreto de 1-etil-3-metilimidazolio+
agua, nas temperaturas de (293,15, 303,15, 313,15 e 323,15) K, pela aplicacdo do método
turbidimétrico. Posteriormente foi realizada a particdo da a-amilase, onde foi verificado o
coeficiente de particdo da proteina, atividade, seletividade e recuperacao teorica. Foi verificado
que a diminuicdo da temperatura e 0 aumento da massa molar do polimero favorecem a
formagéo de duas fases. Foi verificado também que a a-amilase teve preferéncia pela fase

inferior composta por PEG.

Palavras-Chave: Coeficiente de particdo, diagrama de fase, linha de amarracao.

1. INTRODUCAO

A o-amilase (1,4-a- D glucanohidrolase glucana, EC 3.2.1.1) constitui um importante
grupo de biocatalisadores para aplicagdes biotecnoldgicas, sendo encontradas em plantas,
animais e microrganismos. Pertence a familia das hidrolases, que cliva aleatoriamente as
ligacdes a-1,4 entre unidades adjacentes de glicose no amido e polissacaridos relacionados para
produzir principalmente maltose e maltodextrinas (MIHELIN et al., 2010; SAHNOUN et al.,
2012; SINGH & KAYASTHA, 2014). As a-amilases apresentam vasta gama de aplicacdes no
setor industrial, tais como na preparacao de xaropes de glucose, fabricagédo de cerveja, fermento,
téxtil e detergente (MICHELIN et al., 2010). Devido a vasta gama de aplicacdo da a-amilase o
interesse em purifica-las vem apresentando grande potencial.

As tecnicas mais utilizadas para a purificacdo de proteinas/enzimas séo a precipitacao
com sal (PEI et al., 2009), diélise, filtragdo, eletroforese (PIERGIOVANNI, 2007; WANG et
al., 2004), micelas reversas (SHIN et al., 2003), e cromatografia ibnica e de afinidade
(ZATLOUKALOVA, et al., 2004). No entanto, as principais limitagBes para a producio de
enzimas puras Sao 0s varios passos necessarios para purificacdo, que em geral, causa perdas de
atividade enzimatica e exigem alto consumo de energia e de produtos quimicos (MARTINEZ-
ARAGON et al., 2009). Uma alternativa para a purificacio destas enzimas sem interferir em
sua atividade, com viabilidade econémica € a utilizacdo de sistemas aquosos bifasicos
(KRONER et al., 1978; SELBER et al, 2001).
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Sistemas aquosos bifasicos (SAB) sdo formados por duas fases que coexistem em
equilibrio, devido a dissolugdo, em concentracGes apropriadas, de pares de solutos em agua
(FREIRE et al., 2012). A separagdo de compostos em SAB tem como principio a utilizacdo de
duas fases aquosas imisciveis ou parcialmente imisciveis que podem ser obtidas pela adi¢cdo de
duas solucBes aquosas de dois polimeros hidréfilos naturais ou sintéticos, de uma solugéo
polimérica e uma solugéo salina ou pela combinacdo de dois sais (PEREIRA et al., 2013).

Ao se fazer um estudo da particdo em sistemas aquosos bifasicos € necessario conhecer
os dados de equilibrio dos sistemas que serdo utilizados. Para cada sistema seja
polimero/polimero, polimero/sal, polimero/liquido idnico existe um diagrama de fases que
define as proporc¢des entre os componentes formadores das fases. Alguns ja estdo disponiveis
na literatura, porém, é importante ao testar um novo sistema que se construa um diagrama nas
condicdes de trabalho a serem utilizadas na extracdo (temperatura, massa molar do PEG, pH,
entre outros).

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho estudar o comportamento do sistema
aquoso bifasico constituido por liquido i6nico (cloreto de 1-etil-3-metilimidazolio) e
polietilenoglicol (1500 g.mol™? ou 4000 g.mol™?) e 4gua nas temperaturas de (293,15, 303,15,
313,15 e 323,15) K para parti¢do da a-amilase.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Os reagentes utilizados na conducdo deste trabalho foram: cloreto de 1-etil-3-
metilimidazolio (JC2min]Cl) com grau de pureza > 95%,albumina do soro bovino (BSA) com
grau de pureza 98% (CAS: 232-936-2), a o-amilase com grau de pureza, o acido 3,5
dinitrosalicilico e o0 azul de coomassie G250 foram adquiridos da Sigma Aldrich Brasil. Alcool

etilico 95%, acido fosforico 85% e polietilenoglicol 1500 g.mol™ e 4000 g.mol™? da Synth,

Brasil.
2.2. Métodos
2.2.1. Preparo das solugdes

Para montagem do sistema aquoso bifasico composto por PEG + ([C2min]Cl) + &gua,

foram preparadas solugdes estoque de PEG em agua e ([C2min]CI) em &gua.
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2.2.2. Determinacao das curvas binodais

As curvas binodais dos sistemas aquosos foram formadas utilizando solugdes aquosas
de PEG 1500 + ([C2min]CI) + &gua, PEG 4000 + ([C2min]Cl) + agua, nas temperaturas de
(293,15, 303,15, 313,15 e 323,15) K. Para esta determinac&o foi aplicado o método turbimétrico
(ALBERTSSON, 1986), que indica o inicio da regido bifasica.

O procedimento consistiu em pesar 1,00 g da solucdo estoque de PEG em tubos de
ensaio, em uma balanca analitica M254A (Bel Engineering, Piracicaba, Brasil) com precisdo
de +£0,0001 g. O tubo contendo a solucdo de PEG foi levado ao banho termostético (Tecnal, Te-
184, Piracicaba, Brasil) com precisdo £0,1 K, onde foi incubado até atingir o equilibrio térmico,
na temperatura experimental desejada. Em seguida, foram adicionadas aliquotas da solucéo
estoque de ([C2min]Cl) (50uL) com uma pipeta automatica, até ocorrer a turvacdo do sistema
(solucdo bifasica). A quantidade de (JC2min]CI) que provocou a turvacdo foi registrada e em
sequida, o sistema foi titulado com agua destilada até o desaparecimento da turvacéo,
registrando o seu valor. Esse procedimento foi repetido continuamente até a obtencdo dos
pontos necessarios para fazer a curva. A equacao empirica sugerida por Hu et al., (2003) foi
ajustada as curvas binodais:

X, =exp(a +b (Xpge)”® + cXpge + d(Xpge)?) (1)

LI
Em que Xu e Xpec S80 as composicdes em fracdo massica do([C2min]Cl)e PEG,

respectivamente, e a, b, ¢ e d sdo pardmetros de ajuste da equacéo.
2.2.3.Determinacéo das linhas de amarracéo

As linhas de amarracdo foram obtidas utilizando o método gravimétrico descrito por
Merchuk et al. (1998), que consiste em selecionar um ponto acima da regido bifésica, atraves
do qual a linha de amarracao vai passar. Foram utilizados dois pontos globais para cada sistema
([C2min]CI)-PEG. Os pontos que deram origem a linha de amarracdo foram obtidos em cada
temperatura, com composic¢des conhecidas em tubos de centrifuga graduados de fundo conico,
a partir da massa das solugdes estoques de ([C2min]Cl), PEG e &gua para uma massa total do
sistema de 20 g.

A mistura foi agitada vigorosamente e entdo centrifugada (SP LABOR, modelo Sp-701,
Presidente Prudente, Brasil) a uma forca centrifuga de 2000 g por 10 minutos, para acelerar a
separacao de fases. Os tubos foram mantidos em repouso, durante 12 horas em estufa B.O.D,
nas temperaturas de trabalho estudadas, para se alcancar o equilibrio das fases. Todas as

solucdes e diluicdes foram preparadas, usando uma balanga analitica M254A (Bel Engineering,
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Piracicaba, Brasil) com precisédo de +£0,0001 g) na pesagem dos reagentes para que o erro obtido
a partir do balango de massa fosse reduzido.

Alcangado o equilibrio, uma aliquota de cada uma das fases resultante foram separadas
utilizando seringa de 5 mL com agulhas longas. Primeiramente, coletou-se a fase superior até
que restasse uma camada de aproximadamente 5 mm desta fase acima da interface. Este
procedimento visou garantir que a interface ndo fosse perturbada. Em seguida, apds a coleta da
fase superior, uma seringa foi introduzida cuidadosamente na célula de equilibrio para a retirada
da fase inferior, evitando que a interface fosse perturbada. As fases foram coletadas, pesadas e
armazenadas em recipientes com tampa sob refrigeracdo até que todas as andalises fossem

realizadas.
2.2.4. Quantificacdo dos Componentes do Sistema

Depois das fases terem sido separadas, elas foram pesadas. A concentracdo de cada
componente nas fases coletadas foi estimada pela aplicagdo da regra da alavanca, na relagédo
entre a composicdo em massa da fase superior e a composicéo total do sistema.

Para determinacdo dos componentes da linha de amarracao o seguinte sistema de quatro
equacdes (EquagBes 2-5) e quatro incognitas (Xu, Xui ', Xpec®, Xpec ') foi resolvido (HU et al.,
2003):

Xis = exp(a +b (Xpges)™® + cXpggs + d(Xpges)®) (2)
Xy i=exp(a +b (XpEci)O'S + Xppgi t d(XPEGi)Z) (3)
X;s— X m;
XLI _Xu"f _ M (4)
LIM Lt Mg
Xpson —Xpe: _ i 5

Xpegi — XppgM mg

Onde X.%, Xpec , Xui', Xpec ', Xu M, Xpec ™ sdo as composigdes em fragdo massica do
LI e do PEG na fase superior, inferior e na mistura, respectivamente. E m;e mg € a massa da

fase inferior e superior, respectivamente.

O comprimento da linha de amarragéo foi obtido utilizando a seguinte equacao:

CLA = \/[AC,]? + [AC,]? (6)

Onde:[AC;] e [AC,] correspondem a diferenca de concentracdo de componente 1 (C,1) e
componente 2 (C>) nas fases superior e inferior expressa em %m/m, respectivamente.

A inclinacédo da linha de amarragéo foi determinada pela equacdo:

ILA = (Cczs — Ce21)/(Ceis — Cear) (7)
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Onde, Cis e Cyséo as concentracdes do componente 1 na fase superior e inferior,
respectivamente, enquanto, Czs e Cz sdo as concentracbes do componente 2 na fase superior e

inferior, respectivamente.
2.3. Particao das amilases em SAB’s

As linhas de amarragdo foram utilizadas para construgdo do sistema aquoso bifasico
utilizado para particdo da a-amilase. Foram utilizados PEG 1500 ou PEG 4000 e ([C2min]ClI),
onde a composicao global foi obtida na regido acima da curva binodal. As composicdes globais
estdo apresentadas na tabela 1. Os sistemas foram formados com adicdo de quantidades
adequadas da solucdo estoque de PEG + ([C2min]Cl) + agua, PEG + sulfato de sédio + &gua e
PEG + sulfato de zinco + agua para uma massa total de 20 g, em tubos de centrifuga conico,
misturados e mantidos em repouso durante 24 horas em estufa B.O.D. nas temperaturas
estudadas. Apo6s o equilibrio de fases dos sistemas, foi realizada a separacdo das fases superior
e inferior, da forma supracitada, para fazer a particdo da amilase. Foi adicionado (100uL) da
solucdo enzimatica a 50mg/mL diretamente na fase de inferior, durante a montagem dos
sistemas, em um volume de 2,5 mL. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL da fase superior
ao sistema. Os sistemas foram submetidos a agitacdo durante 3 minutos e, entdo, centrifugados
a 2000g, por 20 minutos, a fim de acelerar a separacdo de fases. Depois, 0s tubos foram
mantidos em repouso, em estufa B.O.D., por 24 horas, nas temperaturas de operacao
estabelecidas. Posteriormente, as fases foram coletadas com seringas, para posterior
determinacédo da atividade enzimatica e determinacdo do teor de proteina, descritas nos itens

2.3.1 e 2.3.2, respectivamente.

Tabela 1. Composic¢des globais para os sistemas aquosos bifasicos utilizados para particdo da

a-amilase, expressas em porcentagem massica (%ow/w).

PEG 1500 +([C2min]CI) PEG 4000+([C2min]Cl)

LA T(K) PEG Li PEG LI

1 30315 21 41

2 23 43

1 313,15 20 44 22 38

2 22 46 24 40

1 32315 24 42 20 45

2 26 44 22 47

2.3.1. Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica da a-amilase foi determinada utilizando metodologia adaptada
de Okolo et al. (1995). A mistura consiste de 0,5 uL das fases apropriadamente diluidas em 0,5
mL de amido soltvel a 1% (m/v) solubilizada em tampao acetato 0,1 mol L™ (pH 5,6). Apds
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30 minutos de incubacdo a 50°C os acgucares redutores liberados foram estimados pelo método
do &cido dinitrosalicilico (DNS) conforme Miller (1959), utilizando comprimento de onda de
540 nm. Segundo GHOSE (1987), uma unidade de atividade enzimatica libera 1pmol de agucar

redutor por mL de extrato por minuto sob as condic¢des de ensaio descritas.

Vr

U/mL = ART x
/m 0,18 X V. X Ty

(8)

Onde:

ART: Acucares redutores totais produzidos na etapa de hidrolise (mg/mL);

V1: Volume total utilizado na hidrolise (volume do tampé&o + volume do caldo) (mL);
Vc: Volume do caldo utilizado na hidrélise (mL);

Tn: Tempo de hidrolise (min.);

0,18: 1umol de glicose (mg).
2.3.2. Determinacéo do teor de Proteina

O mesmo extrato enzimatico utilizado na determinacdo da atividade da a-amilase foi
utilizado par determinar a concentracao de proteina pelo método de Bradford (1976) a 595 nm,
em espectrofotdmetro. Foi utilizando albumina sérica bovina como padréo. Os resultados foram

expressos em atividade amilasica especifica (UA/mg de proteina).
2.3.3. Determinacéao dos parametros de particdo

O coeficiente de particdo foi utilizado para quantificar o grau de separacao alcancado
na extracdo. O coeficiente de particdo para atividade enzimatica (Ke) € definido como razdo da
atividade enzimaética na fase superior (Asup) pela inferior do sistema (Ainf) como descrito na

equacéo 9.

[A]sup (9)
[A] inf

O coeficiente de particdo da proteina (Kp), 0 qual é a relacéo entre a concentracéo de

K, =

equilibrio da proteina na fase superior (Csup) € inferior (Cinf) foi determinado como descrito na

equacao 10.

 [Clap (10)
o = TClns

A seletividade (S) foi calculada como a razéo entre o coeficiente de parti¢cdo da atividade
da a-amilase (Ke) e o coeficiente de particdo da proteina total (Kp) (equacéo 11).
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K, (11)

Para que se possa selecionar o SAB com melhor capacidade de extracdo das proteinas
estudadas, foi calculada a recuperacdo teorica (y, %) do sistema, utilizando-se a Equacao 12
(PICO, 2006):

100 (12)

yO0) = T A/RK)

Onde que R corresponde a razdo entre os volumes da fase superior e inferior e K

corresponde ao coeficiente de particéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Diagramas de Equilibrio

Os diagramas de fases para os sistemas PEG-([C2min]Cl) sdo apresentados na Figura 1
(a e b) (em funcdo da temperatura); e na figura 2 (a, b, ¢ e d) (em funcdo da massa molar do
PEG). Esses diagramas fornecem informacdes sobre a concentragdo dos componentes
necessarias para a formacao das duas fases. Quanto mais a curva se aproxima da origem, menor
a concentracdo de ([C2min]Cl) e PEG necessaria para formar o SAB’s. Abaixo das curvas
obtidas para cada condicdo estudada de temperatura ou massa molar do polimero, a mistura dos
constituintes do sistema encontra-se misciveis formando uma fase homogéneas e acima das

curvas verifica-se a formacéo de duas fases.

Figura 1. Diagrama de fases do sistema PEG + ([C2min]CI) + 4gua, para o PEG 1500 (a) e
PEG 4000 (b), em diferentes temperaturas.
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A partir da analise dos dados das binodais, verificou-se que a medida que a temperatura

aumenta a solubilidade do PEG aumenta, isto &, temperaturas mais baixas sao favoraveis para
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a formacéo das duas fases. Esse comportamento esta de acordo aos encontrado por Freire et al.,
(2012a) que estudaram as interagdes que controlam o comportamento de fases compostas de
PEG (1000, 2000, 3400 e 4000) e LI (JC4mim]Br, [C4mim]Cl, [C4mim]CH3SOs,
[C4mim]CH3CO3 e [C4mim]CFsSOs, nas temperaturas (298, 15, 308,15 e 323,15) K.
Comportamento oposto foi observado Souza Jr et al., (2013) ao estudar sistemas formados por
PEG 400 e citrato de sodio e PEG 400 e fosfato de sodio.

Ao se comparar os sistemas na mesma temperatura e variando a massa molar do
polimero (Figura 1) pode-se observar que 0 PEG 4000 de maior massa molar apresentou uma
maior regido bifasica. Uma tendéncia semelhante é observada no SAB convencional formado
por PEG e sal inorganico. Na figura 2 (a, b, ¢ e d) estd demonstrado como as curvas binodais
deslocam-se para as menores concentragdes de PEG e ([C2min]CI) com o aumento da massa
molar do polimero. Rodriguez et al. (2009) verificaram que polimeros com maiores massas
moleculares sdo menos sollveis em liquido iénico e sdo mais facilmente separadas do meio
aquoso, devido a diminuicdo da solubilidade do PEG em agua a medida que a massa molar do
polimero é aumentada. Este fato est4 ligado ao aumento da hidrofobicidade do polimero que
conduz a uma menor interacdo entre esta molécula e o ([C2min]CI) (molécula hidrofilica).

Figura 2. Diagrama de fases do sistema PEG + ([C2min]Cl) + agua, a 293,15 K (a), 303,15
K (b), 313,15 K (c) e 323,15 K (d), em diferentes massas molares do polimero.
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As tendéncias mencionadas acima no comportamento de fases tém que ser examinadas
tendo em conta as interagcbes que podem existir no nivel molecular, incluindo interacdes de
hidrogénio, interacdes de Coulomb, entre outras. Os atomos de hidrogénio do anel imidazolio
(particularmente C2-H) podem interagir com os &tomos de oxigénio com o grupo terminal OH
dos grupos do PEGs (SEDDON, 1997; WANG et al., 2004). O OH pode formar interacdes de
hidrogénio fortes com os anions de cloreto (do ([C2min]Cl)), (WANG et al., 2004; REMSING
et al., 2006) enquanto os anions também podem interagir com os céations. Além disso a
flexibilidade conformacional (por exemplo, enrolado ou aleatoria) das cadeias do PEG, bem
como a formacdo dos dominios polares, ndo polares e segregados do LI, poderia adicionar uma
complexidade ainda maior. Rodriguez et al., (2009) estudaram diagramas de fase composto por
cloreto de 1-etil-3-metil imidazélio ([C2mim]Cl) e cloreto de 1-bitil-3metil imidazdlio
([C4mim]CI) em diferentes massas moleculares do PEG (2000 ou 3400) e verificaram que o
([C2mim]ClI), eram mais propicios a formar fase do que o ([C4mim]Cl). Eles relatam tal
comportamento em virtude da interagdo de Coulomb interna entre os cation e o anion do
([C2mim]CI) serem mais fortes, em comparagdo com o ([C4mim]Cl), o que consequentemente
poderia contribuir para interacdes mais fracas com a segregacéao favorecendo o sistema de PEG
com ([C2mim]Cl). Deste modo, diminuindo a solubilidade do LI no PEG, com o aumento da
massa molar, pode ser interpretada em termos da proporcéo relativamente menor dos grupos
terminais OH, que contribuem mais fortemente para a solvatacdo do cation do LI.

Os dados obtidos experimentalmente na obtencdo das curvas binodais dos sistemas foi
ajustada a equacao ndo linear (Equacdo 1) proposta por Hu et al. (2003) e os valores obtidos
para os parametros a, b, ¢ e d e os coeficientes de determinagdo (R?) da equacio ajustadas para
os sistemas estudados estdo apresentados na Tabela 2. Com base nos valores de R? pode-se

concluir que a equacéo se ajustou de forma satisfatdria aos dados experimentais.

Tabela 2. Parametros a, b, c, e d e o coeficiente de determinacao (R?) obtidos para o sistemas
PEG-LI pela equagéo de Hu et al. (2003).

T (K) A B C d R?
PEG 1500

293,15 10,8807 -58,9651 84,2775 -56,7159 0,9979

303,15 19,7392 -96,1520  127,1656  -71,5702 0,9989

313,15 5,6203 -31,3677 44,4656 -32,2985 0,9991

323,15 6,1181 -33,4127 46,1071 -30,7108 0,9992
PEG 4000

293,15 -0,0959 -3,4926 5,0797 -13,7606 0,9978

303,15 1,0836 -11,4725 20,2497 -25,2416 0,9971

313,15 7,8943 -44,1597 63,3339 -44,3197 0,9987

323,15 6,1768 -37,0238 56,0591 -42,2329 0,9980
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Pode-se verificar nas tabelas 3 e 4, as composi¢fes de equilibrio para os sistemas
estudados em diferentes temperaturas e massa molar do polimero, expressas em fragdo massica,
obtidos pela regra da alavanca, além dos comprimentos (CLA) e das inclinagdes (ILA) da linha

de amarracgdo dos diferentes sistemas obtidos.

Tabela 3. Dados das linhas de amarracdo e fracdo massica dos sistemas formados por LI (W1)

+ PEG 1500 (W) + agua, em diferentes temperaturas.

Composicao Fase Superior Fase inferior
global
TK) Wi W, W1 W> Wy W> CLA ILA
303,15 41 21 0,9826 2,7x10° 0,3081 0,2878 0,7333 -2,3441
43 23 0,8748 1,1x10° 0,3641 10,2308 0,5605 -2,2114
313,15 44 20 0,7505  0,0017 0,3614 0,2502 0,4617 -1,5660
46 22 0,8481  0,0002 0,3219 10,2982 0,6047 -1,7654
323,15 42 24 0,9083  0,0001 0,3595 0,2697 0,6115 -2,0356
44 26 0,8910  0,0002 0,2633 0,3618 0,7244 -1,7536

Tabela 4. Dados das linhas de amarragdo e fracdo méssica dos sistemas formados por LI (W1)
+ PEG 4000 (W) + agua, em diferentes temperaturas.

Composicao Fase Superior Fase inferior
global
T(K) W W5 W1 W> Wy W5 CLA ILA
313,15 38 22 0,6533  0,0048 0,2693 0,3072 0,4880 -1,2698
40 24 0,7932  0,0001 0,2349  0,3407 10,6540 -1,6391
323,15 42 20 0,7611  0,0004 0,3691 0,2519 0,4658 -1,5582
44 22 0,8220 5,3x10° 0,3237 0,3114 0,4983 -1,6006

Pode-se observar pelas tabelas 3 e 4 que a concentracdo de PEG na fase superior para a
maioria dos sistemas é muito baixa, e em alguns casos 0 PEG é quase que totalmente excluido
desta fase. Comportamento similar foi observado por Rodriguez et al., (2014) que encontrou
valores de fracdo massica do LI entre 0,86-0,99 fase rica em LI. Observa-se ainda que para
alguns sistemas a concentragéo de LI na fase inferior foi maior que a concentracdo do PEG. Isto
pode ter ocorrido em virtude de o sistema ser formado com grandes concentracGes de LI.
Rodriguez et al., (2014) também observaram que a fase rica em PEG era composta em até 40%
de LI.

Segundo Da Silva e Loh (2006) o CLA esta associado a seletividade do sistema, quanto
menor seu valor, mais proximo da unidade sera o valor do coeficiente de particdo da
biomolécula de interesse, tornando-se menos seletiva a extragdo. Entretanto, com o aumento do
CLA, a biomolécula de interesse tende a migrar preferencialmente para uma das fases, isto €, 0
valor do coeficiente de particdo torna-se mais distante de 1, aumentando assim o valor do

coeficiente de particdo. Esse comportamento é resultado do aumento da diferenca de
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composicdo entre as fases, que aumenta as contribuicdes entalpicas e entropicas na
transferéncia da biomolécula para uma das fases. Pode-se observar na figura 4, que a
temperatura influencia no comprimento e na inclinagéo das linhas de amarragdo dos sistemas.
Como mostrado nas tabelas 3 e 4, os valores mais elevados da ILA séo obtidos em condicdes
onde observa-se maiores diferencas entre o teor de PEG e LI nas duas fases. Esse mesmo
comportamento foi observado por SABs composto por PEG 400 e sais de sulfato (MARTINS
etal., 2010).

Figura 3. Dados de equilibrio do sistema composto por PEG 1500 + ([C2min]Cl) + agua,

nas temperaturas (a) 303,15 K, (b) 313,15 K e (c) 323,15 K.
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Figura 4. Dados de equilibrio do sistema composto por PEG 4000 + ([C2min]Cl) + agua,
nas temperaturas (a) 303,15 K E (b) 313,15 K.
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3.2. Particao da a-amilase

Foram realizados experimentos de partigdo da a-amilase em sistemas aquosos bifasicos
formados por PEG 1500 + ([C2min]CI) + agua e PEG 4000 + ([C2min]Cl) + 4gua. Na tabela 5
estdo apresentados os valores para o coeficiente de particdo da proteina (Kp), o da atividade

enzimética (Ke), da seletividade (S) e da recuperacéo teorica (Y%) da a-amilase.

Tabela 5. Coeficiente de partigdo da proteina (Kp), atividade amilasica (Ke), seletividade (S) e

recuperacdo tedrica (%Y) nos sistemas formados por (([C2min]Cl) + PEG (1500 ou 4000) +

agua.
LA T(K) Kp Ke S Y (%) Kp Ke S Y(%)
PEG 1500 + ([C2min]ClI 4000 + ([C2min]Cl)

1 303,15 0,036 0478 13,278 99,907

2 0,417 0,693 1,662 97,421

1 313,15 0500 0591 1,182 96,353 0,786 1,632 2,076 33,745
2 0,517 1,234 2,387 94,413 0,792 4,227 5,337 34,477
1 323,15 0,077 0,841 10,922 99,741 0,812 1,121 1,381 24,477
2 0,286 1,284 4,490 96,431 0,889 1,265 1,423 31,767

A distribuicdo desigual de proteinas entre as duas fases aquosas (coeficiente de
particdo), é resultante de um intricado e delicado balanco de interagdes entre a proteina e as
outras especies presentes nas duas fases que coexistem em equilibrio (LUECHAU et al., 2010).
Vaérios propriedades fisico-quimicas do sistema e da biomolécula determinam o valor de Kp.
Por exemplo, algumas propriedades das fases como natureza quimicas dos componentes, massa
molar e concentracdo dos polimeros, temperatura, entre outras (DA SILVA e LOH, 2006).

Pode-se verificar na tabela 5 que para todos os sistemas analisados, os valores do

coeficiente de particdo da proteina (Kp) foram inferiores a 1. Como Kp<1, as proteinas presentes
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exibiram migracdo preferencialmente para fase inferior rica em PEG. Esse comportamento €
semelhante ao observado por outros autores ao estudar a particdo de amilase. Por exemplo, Li,
Kim e Peeples, (2002) estudaram a partigdo da a-amilase nos sistemas formados por
PEG/sulfato de amonio e verificou que a amilase migrou preferencialmente para fase rica em
PEG. Porfiri et al., (2011) observaram no sistema composto por PEG 2000 e fosfato de potassio
que a a-amilase tende a concentrar na fase rica em PEG. Isso pode ter ocorrido em virtude da
menor condutividade elétrica da fase inferior que a fase superior, que implica numa menor
concentracdo de ions livres, isso pode ocasionar uma maior estabilidade da enzima na fase
inferior.

Com aumento da massa molar do polimero o coeficiente de particdo da proteina ficou
mais préximo da unidade, diminuindo assim, a preferéncia para a fase inferior. Pode-se observar
ainda na tabela que tanto o coeficiente de particao da proteina, quanto o coeficiente de particdo
da atividade da a-amilase aumentaram com o aumento da concentracdo dos constituintes
([C2min]Cl) e PEG. Tal comportamento € resultado do aumento da diferenca de composicéo
entre as fases (DA SILVA e LOH, 2006).

Desta forma ¢é evidenciado que os SAB’s composto por PEG 1500 + ([C2min]Cl)
apresentados neste estudo pode ser uma alternativa para pré-concentragiao da a-amilase, tendo

em vista que esta é uma técnica que apresentam boa seletividade para a separacao desta enzima.

4. CONCLUSAO

Foram obtidos dados de equilibrio composto por ([C2min]Cl) e PEG (1500 ou 4000) e
agua, onde foi verificado que temperaturas mais baixas sdo mais favoraveis para a formacao
das duas fases. Foi verificado também que o aumento na massa molar do polimero aumenta a
regido bifasica, devido ao aumento da hidrofobicidade do polimero que conduz a uma menor
interacdo com a molécula do (JComim]Cl, favorecendo o aumento da regido bifésica. Foi
observado que a fase superior do sistema foi composta majoritariamente foi LI, sendo que o
polimero foi praticamente excluido dessa fase. As fases inferiores dos sistemas foram
compostas tanto por polimeros quanto por LI. Com o aumento da composic¢do global, foi
observado um aumento no CLA, devido a maior diferenga da composicéo entre as fases. Foi
verificado também que a a-amilase teve preferéncia pela fase inferior composta por PEG e que

0 sistema composto por PEG 1500 é mais adequado.
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