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RESUMO

Os 4cidos humicos (AHs) sdo substancias obtidas a partir das substancias humicas
derivadas da degradacdo da matéria organica. Atualmente os AHs sdo principalmente aplicados
na agricultura, com grandes beneficios para varios cultivos. Além disso, a presenca de grupos
funcionais com propriedades anti-inflamatdrias, estrégenas e antivirais, torna-os promissores
para aplicac¢des farmacéuticas, que ainda sdo muito pouco exploradas. Os AHs comerciais sdo
obtidos de fontes ndo renovéveis (geralmente solo ou dgua do mar), a partir de extragdo alcalina
que, além de ser agressiva ao meio ambiente, pode levar a modificacdo de sua estrutura. Os
estudos da producdo renovavel dos AHs por fermentacdao ainda sdo escassos, e utilizam
linhagens de fungo do género Trichoderma, tendo como substrato o material lignoceluldsico
dos cachos vazios do fruto da palma. Os trabalhos reportados na literatura, foram realizados
pelo nosso grupo LDPB/UNICAMP. Devido a identificacdo de um meio renovével de produgdo
de AHs, faz-se necessdria a procura por métodos de recuperacdo desse composto que ndo sejam
agressivos a biomolécula. Nesse contexto, surgem os sistemas aquosos bifasicos, uma
alternativa para extracao de biomoléculas, por possuir em sua composi¢ao elevada quantidade
de dgua. Neste trabalho de mestrado, foi estudada a particdo dos AHs comerciais em SABs
constituidos de NaOH, dlcoois (metanol, etanol, n-propanol e isopropanol) e dgua. Além da
constru¢do das curvas binodais que regem os respectivos sistemas, com suas respectivas linhas
de amarracdo. Os melhores resultados de recuperagdo e coeficiente de particdo foram
observados nos sistemas constituidos de NaOH + n-propanol sendo esses, 99,69% e 0,0038; e

NaOH + isopropanol, sendo esses 99,91% e 0,0019.

Palavras-chave: Acidos hiimicos; sistemas aquosos bifasicos; dlcool; hidréxido de sddio.



ABSTRACT

Humic acids (HAs) are substances obtained from humic mass, which are derived
from organic matter degradation. Currently HAs are mainly applied in agriculture for its great
benefits on several cultivation. However, the presence of functional groups with anti-
inflammatory, estrogen and antiviral properties, makes them a promise for pharmaceutical
applications, which are still very poorly explored. Commercial HAs are obtained from non-
renewable sources (usually soil or sea water), from alkaline extraction, which despite of being
aggressive to the environment, can lead to the modification of its structure. Studies of the
renewable production of HA by fermentation are still scarce. They rely on the use of fungi
strains of the genus Trichoderma, with the lignocellulosic material of the empty fruit bunch
(EFB) as a substrate. The work reported in the literature was carried out by our group
(LDPB/UNICAMP), which utilized Tricoderma reseei and viride strains, and empty brunches
from different soils, with or without residual lipids from the separation of the palm fruit and
conducted fermentations in submerged or solid state. Due to the identification of a renewable
source of HAs, it is important to discover new method of recovering the HAs that are not
aggressive to the biomolecule. In this scenario, aqueous two-phase systems (ATPS) are
presented as an alternative for the extraction of HAs, due to the large amount of water in its
composition. The present work presents the partitioning of the commercial HAs in ATPS
consisting of NaOH, alcohols (methanol, ethanol, n-propanol and isopropanol) and water. The
best partition coefficient and recovery were observed in n-propanol (99,69% and 0,0038,

respectively) and isopropanol (99,91% and 0,0019, respectively) based ATPS.

Key-words: humic acids; aqueous two-phase systems; alcohol; sodium hydroxide.
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1. Introducao

As substancias himicas sdo materiais resultantes da decomposiciao de organismos
e vegetais que sofreram intempéries fisicos, quimicos e bioldgicos. Estas substancias ocorrem
naturalmente no solo sendo, portanto, importantes para o ambiente em que estao inseridas. Estes
compostos apresentam estrutura aromatica e heterociclica com alta massa molar. De acordo
com a solubilidade as susbtancias hiumicas podem ser divididas em trés grupos: os dcidos
himicos (AHs), os 4cidos filvicos (AFs) e as huminas (Hs) (Cooper, 1999).

Os AHs consistem na por¢cdo solivel e quimicamente ativa em pH neutro ou
alcalino das substancias humicas obtidas de fontes de carbono nao renovaveis como a turfa, o
carvdo mineral, a leonardita, dentre outras (VasSkova et al., 2011).

Estas moléculas sdo de grande interesse econdmico, apresentando propriedades
como ligacdo a metais catidonicos, cardter anfifilico que propicia a solubilizacdo de moléculas
apolares, solubilidade e dependéncia do pH, sendo também capazes de solubilizar alguns
compostos hidrofobicos. Tais propriedades ja t€m sido exploradas na medicina, estética e na
agricultura (de Melo, Motta e Santana, 2016).

Para obtencdo dos AHs a partir de substancias himicas, utiliza-se geralmente uma
extracdo baseada na solubilidade, visto que as trés por¢des das substincias humicas precipitam
em diferentes faixas de pH. Contudo, apesar de efetivas, as extracdes assim realizadas podem
levar a alterac@o na estrutura molecular das substancias himicas (Saito e Seckle, 2014), além
de comprometer o meio ambiente, provocando a reducdo da biodiversidade no local em que sua
extracdo ocorre e consequentemente gerando um dano ambiental (Alexander, Nevison e
Williams, 2010).

Nesse contexto, como uma alternativa promissora para a extragao e purificagao dos
AHs, os sistemas aquosos bifdsicos tornam-se promissores, por serem uma alternativa de baixo
custo, que podem resultar em bons niveis de pureza e rendimento. Essas vantagens, associadas
a facilidade na ampliacdo de escala, t€ém sido descritas na literatura para vérias biomoléculas
(Igbal et al., 2016).

Os sistemas aquosos bifdasicos podem ser empregados para separar biomoléculas de
material celular ou de outros compostos presentes no meio. Por apresentar elevada quantidade
de 4gua no sistema, raramente é observado dano a molécula que se deseja particionar. Além
disso, a baixa tensdo interfacial dos sistemas pode ser capaz de proteger a molécula (Asenjo e

Andrews, 2011).
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Neste sentido, este trabalho visou estudar o particionamento de AHs comerciais em
sistemas aquosos bifdsicos alcalinos formados por élcoois de diferentes cadeias e NaOH.
Acredita-se que a aplicacdo desse método de particionamento em trabalhos futuros seria
interessante para a purificagao dos AHs produzidos por fermentacado ja demonstrados por nosso

grupo de pesquisa.
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2. Fundamentacio tedrica

2.1. Substdncias humicas

Por muitos anos o potencial do solo tem sido estudado em relagdo a capacidade de
troca i0nica, atividade microbiana e retencdo de nutrientes. A matéria organica presente no
mesmo € responsdvel por uma grande parcela das caracteristicas desse, levando a um grande
interesse de parte de alguns estudiosos. Sendo assim, diversas pesquisas tém sido destinadas a
estudar e avaliar a presenga de substancias humicas no solo, visto que essas apresentam papel
importante na nutri¢ao vegetal (Tate, 1987; Cooper, 1999; Borsari, 2013; Busato et al., 2010).

Substancias himicas sdo substancias organicas de ocorréncia natural, advindas da
decomposicdo de residuos de plantas e animais, que resultam em estruturas complexas, de
massa molar relativamente alto, formada a partir de reacdes de sintese secundaria. O termo
substancias himicas é utilizado para descrever o material colorido encontrado no solo, de
acordo com a sua solubilidade (Tate, 1987).

A formacao das substancias himicas, chamada de humificagdo, da-se pelo acimulo
de residuos de matéria organica que, sob acdo de intempéries fisicos, bioldgicos e quimicos,
associam-se em estruturas mais estdveis, culminando na formacdo de moléculas de maior
estrutura (Baldotto et al., 2010).

Apesar de ndo serem completamente elucidados os processos bioquimicos que
resultam na formagdo das substancias himicas, sabe-se que elas sdo mantidas agregadas por
meio de forcas de interacdes fracas, como ligacdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio.
Substancias humicas sdo compostos quimicamente complexos, dcidos, sendo
predominantemente aromadticos, hidrofilicos e de varidvel massa molar (Schnitzer, 1978;
Baldotto, 2014).

Existem quatro hipdteses descritas por Felbeck (1971) sobre a formagdo das
substancias himicas:

1. A hipétese de alteracdo da vegetacdo: os tecidos vegetais, resistentes a degradacdo
microbiana, se acumulariam e seriam superficialmente alterados para formac¢ado das substancias
himicas. A composicao dessas substincias hiumicas seria fortemente influenciada pela natureza
das plantas que as originaram;

2. A hipétese da polimerizagdo quimica: neste caso, acredita-se que as plantas seriam
degradadas pela microbiota que as utilizaria como fonte de carbono e energia. A sintese

microbiana de fendis e aminodcidos, que sdo liberados no meio ambiente, seria responsdvel
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pela formacgdo das substancias himicas, pois os produtos do metabolismo microbiano seriam
oxidados e polimerizados até a formagdo das substancias hiimicas;

3. A hipétese da autélise celular: na qual a morte celular natural da planta resultaria na
formacdo de substincias himicas como produtos, pois os fragmentos celulares seriam
condensados e polimerizados pela a¢cdo de radicais livres;

4. A hipoétese da sintese microbiana: as substancias humicas seriam formadas a partir dos
tecidos celulares das plantas, que os micro-organismos utilizam como fonte de energia e
carbono, para formacao de substancias humicas intracelulares de alto massa molar, sendo essas
liberadas no ambiente apds a morte microbiana. Em seguida, essas substancias sdo quebradas
em porcdes menores, resultando em grupos de diferente classificacdo.

Apesar das hipoteses serem diferentes, € comum que a formagdo de um complexo
de alto massa molar ocorra primeiro, sendo esse posteriormente degradado a complexos de
menor massa molar. E provdvel que todos os processos de humificagio ocorram
simultaneamente, sendo um deles predominante em determinadas condi¢des ambientais.

As substancias humicas podem ser divididas em trés grupos de acordo com sua
solubilidade em solugdes acidas ou basicas, sendo esses: dcidos humicos (AHs), dcidos fulvicos
(AFs) e huminas. Em estudos conduzidos por Schnitzer e Khan (1972), observou-se que os trés
grupos das substancias himicas apresentam semelhanga, contudo diferem em sua massa molar
e na razdo Carbono/Nitrogénio das moléculas (Aiken et al., 1985).

e Acidos himicos: sdo compostos complexos formados por polimeros aromiticos e
alifaticos (Figura 1), de elevada massa molar e alta capacidade de troca idnica. Esses compostos
consistem-se na fracio solivel em meio alcalino e insoluvel em meio 4cido quando o pH ¢é
menor que 2. Sua coloracdo varia de marrom escuro a cinza (Canellas e Santos, 2005; Santos

et al., 2008).
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Figura 1: Modelo estrutural dos dcidos himicos (Fonte: Adaptado de Stevenson,

1982).
HC=0
COCH  COCH OHY, (agicar)
Ho  GOOH 5 A
\I_\R—?H A H[l?:C'
o~ YN d o y
HO =( ! Ve CH-Chy
':'H C'H O '; D—\\ }—C\H
LY N_
# W—J
0 PIJH
R~CH o
{|:=O {peptideo)
NH

e Acidos fiilvicos: representam a fracdo solivel em uma ampla faixa de pH,
solubilizando-se em meios 4cidos e alcalinos. S3o formados por aminodcidos, compostos
fendlicos e polissacarideos, como mostra a Figura 2. Possuem baixa massa molar (em relacao
aos AH) e apresentam alta quantidade de grupos carboxilicos, apresentando-se muitas vezes
associados a fons presentes no solo, como Fe, Ca e Cu. Sua coloracio se encontra na faixa de

amarelo a amarelo escuro.

Figura 2: Modelo estrutural dos acidos filvicos (Buffle, 1977).

OH  COOH ?HEDH
HOOC CH; CH CHg
CH
I “eH,—cooH
) z
HOOC CH, CHOH
- A
COOH OH I::Hz—rlzrl COOH
0

e Huminas: s3o as substincias que ndo podem ser extraidas do solo por estarem
fortemente ligadas aos minerais. Assim, as huminas consistem na fracdo insoldvel das

substancias hdmicas, independente do pH do meio, possuindo baixa capacidade de reacao.
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Apresentando-se na cor preta, ndo possuem formula quimica definida (Baldotto e Baldotto,

2014).

2.2.  Acidos hiimicos

Sendo um dos principais componentes das substancias himicas, os dcidos hiimicos
sao compostos amorfos, coloidais e polidispersos de complexa composicao e estrutura, vindos
de uma associacdo heterogénea de pequenas subunidades de diferentes naturezas quimicas,
resultando em variados grupos funcionais que compdem essa molécula, como acido carboxilico
(COOH), élcool (OH), éter, quinona, dentre outros. Devido a sua alta disponibilidade na
natureza, assim como sua composicao, estrutura e aplicabilidade, esses compostos t€m sido
alvo de diversos estudos, visto que podem ser aplicados na agricultura, industria, ambiente e
biomedicina (Schnitzer, 1978; Sposito, 1986; Stevenson, 1994; Zahng et al., 2017).

Uma fonte importante de obten¢do dos dcidos himicos € a leonardita, a qual contem
40% desses acidos e, portanto, supera outras fontes de obten¢do como a turfa e o carvao lignite,
cujo teor de acidos humicos em sua composi¢ao € de apenas 10%. Por acontecer a partir de
fontes ndo renovaveis de carbono, a extra¢do dos dcidos himicos tende a ser comprometedora
no ambito ambiental, levando a destruicdo de importantes componentes da biodiversidade
(Alexander, Nevison e Williams, 2010).

Por serem moléculas heterogéneas, hé dificuldades para determinar precisamente a
estrutura dos AHs. Desse modo, faz-se necessdrio o tratamento das amostras para reducio da
sua heterogeneidade, por meio de cromatografias e precipitacdes, para facilitar o estudo de sua
estrutura (Zahng et al., 2017). Portanto, ainda ndo hd uma metodologia oficial e previamente
determinada para a extracdo desses dcidos, sendo bastante comum o uso de extratores como o
acido férmico, solventes organicos e o pirofosfato de sédio. A extragdo mais completa desses
compostos utiliza dlcalis. Porém, este protocolo propicia riscos de alteracdo estrutural (Rosa,
Rocha e Furlan, 2000).

As propriedades dos édcidos humicos incluem solubilidade dependente do pH,
interacdo com grupos hidrofébicos, capacidade anfifilica e presenca de diferentes grupos
funcionais em cada molécula (de Melo, Motta e Santana, 2015).

Em relacdo a solubilidade, sdo soltuveis em meio dlcali e insoliveis em meio 4cido,
caracteristica que pode variar de acordo com a composi¢do quimica e origem dos mesmos. Em
meio alcalino, ocorre a desprotonagao de grupos carboxilicos e fendlicos, resultando em uma

configuragdo alongada da molécula. J4 quando o pH decai, tem-se a protonagdo dos grupos
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funcionais, diminuindo a repulsdo entre esses, fazendo com que a molécula se adapte em uma
estrutura menor e mais compacta (von Wandruszka, 2000).

A presenca de diferentes grupos funcionais confere aos dcidos humicos a
capacidade de se ligar a metais catidnicos, formando complexos que podem ser uteis em
diversas aplicacdes, desde aquelas relacionadas ao meio ambiente quanto nas aplicacdes
biomédicas. A capacidade de ligacdo das moléculas de 4cidos himicos aos metais varia de
acordo com o tamanho da molécula. Christl e colaboradores (2001), verificaram que, quando
menor a massa molar do dcido himico, maior o nimero de grupos fendlicos e carboxilicos,
levando a uma ligacdo mais eficiente desses aos metais de interesse. Essa capacidade de ligacao
¢ interessante no ambito de remediacdo ambiental, visto que é possivel utilizar os dcidos
himicos para a remoc¢do de metais pesados que contaminaram o solo e a dgua, sendo essa
remediacdo bastante estudada. Por outro lado, se o ambiente € 4cido, o que € comum em aguas
poluidas com metais pesados, a formacdo dos complexos de ions — HA estd comprometida,

visto que a solubilidade € reduzida, assim como a capacidade de ligacdo dos mesmos (de Melo,

Motta e Santana, 2015).

2.3.  Aplicagées dos dcidos hiimicos

A fracdo bioativa das substancias himicas tem despertado o interesse em pesquisas
relacionadas ao sistema agrério, visto que as substincias himicas sdo capazes de interferir
diretamente no metabolismo vegetal, influenciando na respiracdo, no conteudo de clorofila, na
sintese de materiais genéticos e enzimas e no transporte de fons. N@o se sabe ao certo como
esses dcidos humicos agem, porém sabe-se, de modo geral, que esses atuam na disponibilidade
de micro e macronutrientes (Borsari, 2013).

Quaggiotti e colaboradores (2004) observaram que a aplicacio de acidos humicos
em culturas de milho propicia o aumento da absor¢do de nitrato pelas raizes. Jannin e
colaboradores verificaram também um aumento da absorc¢do de nitrato, juntamente com um
aumento da expressdo de genes que codificam o transporte desse. Ambas pesquisas ressaltam
o potencial dos acidos humicos em relacdo a agricultura (Baldotto e Baldotto, 2014).

Os AH apresentam também efeitos antivirais, havendo trabalhos reportando que
polimeros baseados em AH o citomegalovirus e do virus vaccinia. Na maioria dos casos, a acao
do AH ou de um polimero baseado em AH se da nos estdgios iniciais de replicacdo do virus,

tornando uma vantagem para a utilizacio como medida profildtica, visto que, em casos de
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tratamento quando o virus ja se encontra mais desenvolvido, esse uso pode ser comprometido
(Klocking e Helbig, 2005).

Mesrogli e colaboradores (1998) reportaram o efeito de ativacdo da fibrindlise,
mecanismo que impede a formacao de fibras em estdgios pds cirtirgicos, em ratos que passaram
por laparotomia. O AH inibe uma das enzimas de coagulacdo, suprimindo a formacgdo de
monomeros de fibras (Klécking e Helbig, 2005).

Estudos relacionados a atividade estrogénica em ratos dos dcidos himicos foram
conduzidos no Instituto de Pesquisa do Céancer e demonstraram que os AHs s@o capazes de
penetrar na pele, contribuindo com a atividade estrogénica de alguns compostos. Essa
descoberta também pode servir como inicio de pesquisas na drea de dermatologia e cosmética
(Klocking e Helbig, 2005).

No ambito da medicina veterindria, os AHs sdo substancia utilizadas na profilaxia
e como drogas terapéuticas na Europa. Esses sdo administrados como analgésicos,
antimicrobianos e no tratamento de mé nutricdo e diarreia. Porém, apesar dos estudos
demonstrarem que os AH ndo sdo toxicos e nem teratogé€nicos, acredita-se que esses tem
causado o desenvolvimento de doencas como artroses e o crescimento de placas de cartilagem
em alguns casos (Vaskova et al., 2011).

Na drea de medicina humana, Mirza e colaboradores (2011) demonstraram que,
quando complexada com AH, a carbamazepina, um farmaco utilizado para tratamento da
epilepsia, € capaz de penetrar com maior eficiéncia nas células cerebrais, tanto in vitro quando
in vivo. Além disso, por terem demonstrado boa atividade antioxidante, os AH poderiam cuidar
do estresse oxidativo ocasionado por convulsdes relacionadas a doenca.

Além dos trabalhos ja descritos, a Tabela 1 lista alguns outros trabalhos relatados

na literatura para potencial aplicacdo dos AHs.
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Tabela 1: Aplicacdes dos AHs.

Ano Autores Estudos

Investigaram a influéncia de diferentes taxas de AH no

crescimento e rendimento do acafrdo e encontram que a

Koocheki e . ‘ ‘ ) ‘
2016 aplicacao de diferentes niveis de 4cido himico apresentou
colaboradores. ‘ - ‘
efeito positivo nos parametros analisados, quando comparados
com o controle.
Investigaram o efeito da adi¢do de AHs e gesso de
dessulfuracdo de gases de combustao (FGD) na melhoria do
Nane
2015 solo costeiro e a influéncia no rendimento de colza. A
colaboradores. . _
associac¢do entre o AH e o FGD resultaram em uma maior
tolerancia ao sal, aumentando o rendimento da planta colza.
Demonstraram que € possivel preparar nanoparticulas de cobre
2015 Wang e para deteccdo de glicose, utilizando AHs. Foi possivel obter
a
colaboradores. nanoparticulas de alta estabilidade devido as propriedades
redutoras e estabilizantes dos AHs.
Relatou diversos estudos das propriedades dos AHs que podem
2009 Wollina, U. ser aplicadas na dermatologia, como protecao contra raios UV
e prevencgao da reativacdo viral apds tratamentos quimicos.
A atividade antiviral dos AHs foi patenteada contra o virus da
1995 Zanetti, M. imunodeficiéncia humada tipo 1 e 2, sendo capaz de inibir a

replicacdo viral impedindo sua ligacdo a superficie celular.

Diante das diversas aplicagdes dos AHs, faz-se necessdrio encontrar métodos de

obtencdo e extragdo dessas substancias que permitam que essas aplicacdes possam ser mais
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desenvolvidas e comercializadas.

2.4. Extracdo e fracionamento das substdancias hiimicas

Os processos cldssicos de recuperagdo das substancias humicas a partir da matéria
organica envolvem a extracdo alcalina dos dcidos himicos e filvicos. Uma vez que o extrato
alcalino € formado, sua acidificacdo leva a precipitacdo dos AH, deixando os AF em solucao.
Apesar de efetiva, a extracdo alcalina pode levar a mudanga na configuracdo das substincias
himicas obtidas (Saito e Seckler, 2014).

No geral, € utilizada a extragdo com uma solu¢cdo de NaOH como extrator alcalino.
A concentragdo dessa solucao ird afetar o rendimento do material extraido, assim como seu
contetido de cinzas. Ponomarova e Plotnikova (1968) determinaram que a extracdo com NaOH
0,1 N € mais eficiente quando comparada a outras concentragcdes da mesma solugao.

Hayes e colaboradores (1975) compararam treze tipos de extracOes das substincias
himicas, incluindo solventes organicos, e obtiveram como resultados que a solu¢do de NaOH
€ mais segura que a etilenodiamina. Embora o rendimento tenha sido similar, verificou-se que
a etilenodiamina altera a natureza quimica e a composicdo do extrato. O grande problema da
extracdo dos AHs utilizando solventes, reside no fato de que pode haver modificacio
permanente das substincias humicas, mediante adi¢do de carbono e nitrogénio as moléculas,
alterando sua composic¢ao e propriedades.

Diante dos estudos acima citados, a IHSS (International Humic Substances Society)
definiu um método para obten¢do das substiancias humicas (AHs e AF) baseado em extracao
alcalina seguida da precipitagdo por acidificagdo do meio (Kuwatsuka et al., 1990).

No que concerne ao fracionamento das substancias himicas, tem-se métodos
baseados nas diferencas de solubilidade entre os grupos. Um método frequentemente utilizado
¢ a filtracdo em gel, a partir do qual se torna possivel separar as substiancias humicas com base
apenas na sua massa molar, utilizando-se tampdes alcalinos contendo cations de aminodacidos.
Outro método amplamente utilizado para purificacdo do AH ¢ a didlise, porém esse método nao

remove metais que estejam fortemente aderidos a molécula (Schnitzer, 1978).

2.5. Extragdo liquido — liquido

A extracdo liquido-liquido consiste em uma operacdo de transferéncia de massa,

onde dois liquidos entram em contato e haverd transferéncia de matéria de uma fase para a
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outra. Essa transferéncia de matéria acontece devido a diferenca de potencial quimico dos
componentes que serdo separados entre as duas fases ndo misciveis (Treybal, 1968; Amani et
al., 2018).

A extracdo liquido-liquido pode ser conduzida de forma continua ou descontinua.
A extragdo liquido-liquido continua é realizada com auxilio de um equipamento de extragdo
com duas entradas, onde as fases sdo colocadas em contracorrente para que a extracdo do
material que se deseja separar seja realizada de forma mais eficiente. J4 na extracdo liquido-
liquido descontinua, a separagdo acontece em um sistema fechado (Seader, Henley e Roper,
2011).

No geral, em uma extracdo liquido-liquido é composta de trés componentes: o
soluto, o diluente e o solvente. Esse ultimo componente faz-se necessario para que essa extracao
seja possivel em condi¢cdes amenas de temperatura e pressdo, visto que ele influencia na
solubilidade da mistura formada pelo diluente e pelo soluto (material que se deseja separar).
Sendo o solvente soldvel em apenas um dos outros dois compostos, a solubilidade mutua dos
liquidos diminui, resultando no principio da extracdo liquido-liquido: o aumento da
insolubilidade. A adi¢do de um solvente imiscivel que possui afinidade seletiva pelo soluto
possibilita a separagdo das misturas em duas fases, sendo uma rica em diluente e a outra rica
em soluto (Seader, Henley e Roper, 2011).

A separacdo de fases € explicada termodinamicamente pois, quando em
temperatura e pressao adequadas, dois liquidos sdo colocados em contato direto, pode ocorrer
a formagdo de duas fases na busca por uma maior estabilidade, levando ao equilibrio
termodinamico. A formacdo de duas fases significa que a energia livre de Gibbs € menor
quando os componentes estdo separados em duas fases do que quando esses formam uma
mistura homogénea (Smith, Van Ness e Abbott, 2000).

Os SABs consistem em um tipo de sistema de extragdo liquido-liquido, onde o
solvente principal é a dgua. Essa técnica foi desenvolvida visando a extracdo de biomoléculas
sensiveis a outros tipos de extracdo pois os SABs apresentam elevada quantidade de 4gua, sendo

um ambiente propicio para biomoléculas (Monteiro Filho, 2010).

2.6. Sistema Aquoso Bifdsico
Esse protocolo de extragdo, particionamento e concentragdo de moléculas foi
descoberto ao caso ao final do século XIX, quando uma mistura aquosa de gelatina e dgar

apresentou a formacao de duas fases liquidas. O sistema aquoso bifédsico (SAB) consiste em um
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método de extragado liquido-liquido, que acontece quando dois compostos soliiveis em dgua sao
misturados acima da concentracdo critica de cada um, resultando em duas fases imisciveis. Os
primeiros relatos dos componentes capazes de formar os SABs sdo de polimero — polimero,
seguidos de relatos de polimero — sal (Albertsson, 1990; Gupta, Bradoo e Saxena, 1999; Zhao
et al., 2014).

O sistema possui baixa tensao superficial, visto que ambas as fases sdo hidrofilicas,
porém em diferentes niveis. Sendo a fase uma regido termodinamicamente estdvel, por
apresentar duas fases, os componentes do SAB tenderdo a distribuir-se entre ambas,
permanecendo na fase onde a afinidade e estabilidade dos componentes € maior. Tal
caracteristica faz com que o SAB seja ideal para a purificagdo de biomoléculas que apresentam
sensibilidade aos processos tradicionais, como proteinas e enzimas. Além disso, os SABs tem
sido aplicados para extra¢do de compostos fenolicos (Oliveira et al., 2019), alcaloides (Placido
et al., 2018), cafeina (Santos et al., 2016), capsaina (Santos et al., 2016), entre outras moléculas.
Por apresentarem elevada quantidade de 4gua em ambas as fases, os SAB constituem ambientes
favoraveis para a presenca de moléculas biologicas (Monteiro Filho, 2010; Ratanapongleka,
2010).

O SAB apresenta como principais vantagens a alta capacidade e alto rendimento,
baixo tempo de processamento e energia, minimiza¢do de custos, seguranca, atoxicidade,
biocompatibilidade e facilidade de adaptacdo para uma purificacdo em escala industrial. Por
outro lado, tem-se também as desvantagens, como a alta viscosidade em sistemas formados por
polimeros, a polaridade dos sistemas formados por carboidratos e a recuperacdo dos
constituintes (Chethana, Nayak e Raghavarao, 2007; Lima e Santana, 2017; Zhao et al., 2014).

O coeficiente de particdo € o parametro adimensional o utilizado para avaliar a
extensdo das separacOes das biomoléculas entre as fases do sistema em equilibrio. Esse
coeficiente € influenciado pelo balanco de interagdes que ocorrem no SAB, considerando as
interacdes eletrostaticas, hidrofébicas e por pontes de hidrogénio e também as de forca i0nica.
O coeficiente de particdo é definido como a razdo da concentracdo da molécula nas fases de
topo e fundo (Mageste et al., 2009; Prinz et al., 2014).

A biomolécula se apresentard mais concentrada nas fases em que a condic¢io de
menor potencial quimico ou maior solubilidade estiver estabelecida, visto que essa rege a
particao das biomoléculas entre as fases. As caracteristicas fisico-quimicas das biomoléculas e
da solu¢do influenciam no valor da constante de particdo (Johansson et al., 2008; Lima e

Santana, 2017).
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A particdo das biomoléculas entre as fases também pode ser influenciada pelas
caracteristicas das proprias fases, como pH, a presenca de sais organicos, a natureza quimica, a
concentracdo e a presenca de ligantes ao longo da cadeia polimérica. Assim sendo, a alteracio
desse SAB por meio da adicao de sais pode aumentar a parti¢ao das biomoléculas. Foi reportado
que em sistemas PEG-sal, devido a uma maior diferenca na densidade entre as fases, ocorre
uma separacdo mais rdpida do que aqueles sistemas constituidos por de dois polimeros
(Chaiwut, Rawdkuen e Benjakul, 2010; Nascimento et al., 2011).

Outros efeitos que podem influenciar no particionamento das biomoléculas sdo os
efeitos de volume de exclusdo e o salting-out. O volume de exclusdo € resultado do aumento
da concentragdo do polimero, que faz com que os espacos livres na fase polimérica diminuam,
fazendo com que as moléculas se movam para a outra fase. Ja o efeito de salting-out ocorre
devido a alteracdo na concentracdo de sal, sendo que, quando essa € aumentada, a solubilidade
das biomoléculas é diminuida, levando a migracdo da biomolécula para a fase oposta (Lima et

al., 2017).

2.6.1. O diagrama de fases de um SAB

A composicdo quimica de um SAB que se encontra em equilibrio termodinadmico
¢é, em geral, representada por um diagrama de fases. O diagrama de fases ou equilibrio consiste
em uma representacdo grafica para expressar as concentracdes de um sistema de fases, podendo
esse ser expresso em coordenadas triangulares ou coordenadas cartesianas, visto que € possivel
suprimir o conteddo de &4gua, considerando que esse é elevado em ambas as fases. O
desenvolvimento de uma representacao grafica de composi¢ao de fases do SAB € importante
para que seja possivel estudar a separacdo das biomoléculas, sendo essa representacdo
necessaria como ponto de partida para um processo de extracdo. Uma vez que a energia livre
de Gibbs € um parametro que expressa o equilibrio molecular, tem-se a sua variagao regendo o
diagrama, auxiliando a compreensdo dos fatores que determinam a particao dos solutos entre
as fases de um SAB (da Silva e Loh, 2006; Dreyer et al., 2009; Sousa et al., 2009).

No diagrama de fases, por convengdo, o eixo das ordenadas representa a
composi¢ao em massa da molécula que estd em maior concentragdo na fase de topo e o eixo
das abcissas representa a composi¢cdo em massa dos componentes que estdo em maior
quantidade na fase de fundo, como pode ser observado na Figura 3. A partir desses diagramas

podem ser obtidas as composicdes globais do sistema (Hatti-Kaul, 2000).
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Cada fase do sistema é enriquecida com uma fase aquosa de natureza quimica e
fisica diferentes. Os diagramas de fases sdo compostos por um conjunto de dados que em
conjunto formam a curva binodal, que consiste em uma curva de equilibrio. Acima dessa, tem-
se concentragdes na qual haverd a formacdo de um sistema de duas fases imisciveis, e abaixo
da curva, tem-se as concentragdes que formam sistemas de apenas uma fase. A linha TL é
chamada de linha de amarracdo e conecta dois pontos da curva binodal, essas linhas
demonstram que todos os sistemas que se encontram em cima da linha exibem a mesma
composi¢do no equilibrio, de modo que ambos os componentes do sistema estejam presentes
na fase liquida (Albertsson, 1986; Wang et al., 2015b). A obten¢do de linhas de amarracao é
importante porque as misturas com composicdes globais, que sdo representadas por pontos que
pertencem a uma mesma linha de amarracao, geram fases superiores que apresentam as mesmas
propriedades termodinamicas intensivas, como volume molar, densidade, entalpia molar, etc;
diferindo nas propriedades termodindmicas extensivas, como massa € volume, por exemplo

(Silva e Loh, 2006).

Figura 3: Representacdo esquemadtica de um diagrama de fases. Concentracdes acima da

curva binodal formam o SAB.

Linha de amarracao
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% Componente 2

Pc
Regido
Monofasica

% Componente 1



27

O ponto representado pela letra Pc é chamado de ponto critico, no qual os volumes
e as composic¢des das fases de topo e fundo sao iguais. Quando apresentam composi¢do préxima
ao ponto critico, os sistemas sdo pouco estdveis, significando que qualquer alteracdo, mesmo
que minima no sistema, resulta em mudancas significativas, variando na presen¢a de uma ou
duas fases. Proximo ao Pc, menor € a diferenca entre as fases e o coeficiente de particio se
aproxima de 1. A obten¢do do Pc dé-se pela interseccdo da linha que passa pelo ponto médio
das linhas de amarracdo de uma curva binodal (Rodrigues et al., 2001; Brites, 2005).

Uma redugdo no pH move a curva de equilibrio para a direita. Assim sendo,
aumenta-se a concentragao necessdria para a formacgao de duas fases. Por exemplo, no caso do
fosfato, esse efeito é explicado pelo aumento da proporcio de HoPO4/HPO42 quando o pH é
diminuido. Tal aumento deve ocorrer pois 0 4nion monovalente causa menor efeito no salting-
out do PEG, sendo assim, uma maior concentragdo de sal e/ou polimero € necessdria para que
duas fases possam se formar (Padilha et al., 2011).

Outro fator que pode alterar mover a curva de equilibrio de um SAB ¢ a utilizacdo
de um polimero de elevada massa molar, visto que a solubilidade desse diminui com o aumento
da sua massa molar. Assim, ocorre uma extensao da drea bifdsica, sendo menor a concentracao
do sal (ou do outro componente do sistema) necessdria para que as fases se separem em duas

(Voros, Proust e Fredenslund, 1993; Carvalho, 2007).

2.6.2. Fatores que influenciam a particdo de um SAB

A parti¢do das moléculas entre as duas fases do sistema € resultado das seguintes
interacdes: componente 1 — molécula, componente 2 — molécula, componente 1 — componente
2, componente 1 —agua, componente 2 — dgua e molécula — dgua. Tais intera¢des sao complexas
e o balanco entre elas determina por qual fase a molécula terd preferéncia para particionar
(Luechau, Ling e Lyddiatt, 2010).

Portanto, a separa¢do do SAB em duas fases é afetada por diversos fatores, como a
concentracdo dos componentes, hidrofobicidade e temperatura. A maioria dos SAB sdo
otimizados de acordo com as propriedades fisico-quimicas das biomoléculas a serem
purificadas, condi¢Oes otimizadas por um delineamento de experimentos detalhado e preciso

(Goja et al., 2013).

i.  Concentracdo dos componentes
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A particdo de uma molécula de interesse no sistema pode ser diretamente
influenciada pela concentragdao dos componentes, que ¢ dada de acordo com o comprimento
das linhas de amarragdo (tie-line length — TLL). A influéncia ocorre de modo que, um aumento
do TLL, acarreta em uma diminui¢ao do volume livre na fase de fundo pois, a medida que o
valor do TLL aumenta, a diferenca entre a composi¢ao das fases torna-se maior, podendo alterar

a eficiéncia na particdo da molécula de interesse (Malpiedi et al., 2009; Pei et al., 2012).

1.  Hidrofobicidade
O efeito de hidrofobicidade estd relacionado com a identidade quimica dos
componentes do sistema e também com suas concentracdes. Embora ambas as fases sejam
soliveis em dgua, a fase com maior concentracio de solvente organico € mais hidrofobica. Essa
caracteristica influencia na separagdo das moléculas mais hidrofobicas para essa fase em

particular, bem como expulsdo das moléculas mais hidrofilicas para a fase oposta (Prinz et al.,

2014).

iii.  Temperatura

No geral, a temperatura € capaz de deslocar o equilibrio dos SABs. Desse modo,
em baixas temperaturas, a curva binodal desloca-se em direcdo as baixas concentra¢des dos
componentes de formam o sistema, aumentando o TLL. Quando préximos ao Pc, os sistemas
podem sofrer uma maior influéncia da temperatura devido a sua instabilidade, podendo passar
entdo para a regido monofasica (Sarubbo, 2000).

Estudos ja reportados na literatura relataram que a temperatura tem pouco ou
nenhum efeito em SABs constituidos de dlcoois hidrofilicos e sais (Katayama e Miyahara,
2006; Wang et al., 2010a). Em contrapartida, Han e colaboradores (2013) relataram que um
aumento na temperatura em sistemas constituidos de alcoois e NaOH, resulta em uma expansao
da regido bifésica, indicando que a temperatura € um fator que influencia na formagao do SAB.
Sendo assim, ao comparar os dois estudos, pode-se dizer que a temperatura influencia o sistema

dependendo do sal (ou base) utilizado (Han et al., 2013).

2.7.  Aplicacdo de SAB na extragdo de biomoléculas

Os SABs tém recebido aten¢@o em relacdo a extragdo de corantes (Santos et al.
2018), compostos fendlicos (Oliveira et al., 2019), alcaloides (Placido et al., 2018), dentre

outras moléculas, em detrimento dos métodos tradicionais de purificacdo, visto que esses
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podem exigir muitas fases para que a obtencdo dessas moléculas aconteca, além da
possibilidade de danos a sua estrutura, fazendo com que haja perda de funcdo e,
consequentemente, aplicacdo. Diversas pesquisas utilizando SABs para purificacdo de
compostos t€m sido conduzidas devido a facilidade da aplicacdo desse processo em larga escala
(Igbal et al., 2016).

Gu e Glatz (2007) conseguiram extrair com sucesso uma proteina produzida no
endosperma e embrido de milho, demonstrando que uma otimizacao das condi¢des de extra¢ao
pode levar a uma recuperacao elevada.

Berlo e colaboradores (2000) realizaram a parti¢do de diversos aminodcidos em
SAB formados de polietilenoglicol (PEG) e carbamato de amdnio, observando que nesse
sistema ndo houve influéncia da massa molar do polimero na parti¢do, fator de influéncia ja
observado em outros sistemas.

Suarez Ruiz e colaboradores (2017) estudaram a separacdo da enzima Rubisco,
enzima importante na captacdo do COz no ciclo de Calvin, em SAB constituido de um liquido
16nico (Iolilyte — 2221PG) e citrato de potassio em compara¢cdo com um sistema classico PEG
400 e citrato de potdssio. Observou-se que o SAB baseado em liquido 1dnico apresentou maior
eficiéncia na formagdo de duas fases e também na separacdo da enzima Rubisco. Atribuiu-se
essa separacdo ao maior efeito de salting-out do citrato de potédssio sobre o lolilyte 221PG e
uma maior hidrofobicidade do liquido i6nico.

Os SAB também podem ser aplicados para extracao de metais pesados de ambientes
contaminados, sendo essa uma técnica ambientalmente segura. Hamta e Dehghani (2017)
observaram que € possivel isolar cobre, zinco e merctrio a partir do uso de SAB em sistemas
compostos por PEG-6000 e carbonato de sédio, sendo necessdrios mais estudos para otimizagao
da aplicacdo em escala industrial.

Um ramo que tem recebido atencdo recentemente € a fermentagcdo extrativa, que
consiste em um processo onde o SAB ¢ integrado com a bioconversdo de produtos que
apresentem baixo rendimento. A baixa produtividade é um problema de algumas fermentagdes,
visto que alguns produtos podem se apresentar toxicos ou instiveis. Sendo assim, em uma
fermentacdo extrativa seria possivel a obtencdo de uma maior quantidade do produto final,
devido as caracteristicas de baixa tensdo interfacial, seletividade na separagdo e
biocompatibilidade do SAB. Tal estratégia apresenta-se vantajosa por permitir que a producao
e recuperacdo do bioproduto aconte¢a simultaneamente, reduzindo o nimero de etapas

necessdrio para obtencdo do mesmo (Igbal et al., 2016).
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2.8. Composicdo dos Sistemas Aquosos Bifdsicos

Os SABs podem ser constituidos de diferentes componentes, tais como polimeros
(Lucena et al., 2017; Cardoso et al., 2015), acicares (Cardoso et al., 2013), sais inorganicos
(Reis et al., 2015), solventes organicos (Santos et al., 2016; Cienfuegos et al., 2017), e liquidos
i6nicos (Santos et al., 2015; Santos et al., 2016a). A Tabela 2 exemplifica alguns exemplos de

pares constituintes muito utilizados para formagao dos SABs.

Tabela 2: Exemplos de grupos de SAB e seus constituintes

Grupos dos SAB Constituintes Referéncia
Polimero - PEG/PVA Pessoa Junior e Kilikian, 2005
polimero PEG/Poli acido acrilico Saravanan et al., 2008

PEG/ sulfato (s6dio e magnésio) Oliveira et al., 2009

Copolimero UCON/Sulfato

Polimero - sal Rico-Castro et al., 2017

. A monio, sodi ASS1
inorganico (amonio, sédio e potdssio)

PEGf/tartarato de potdssio

Gonzalez-Amado et al., 2017

Solvente
Organico - Sal

Inorgénico

Alcool/ Citrato de sédio

Alcool/sulfato de amonio
Alcool/Sais de Potdssio

Tetrahidrofurano/sais de sodio

OOl et al., 2009

Wang et al., 2010b
Reis et al., 2012
Santos et al., 2018

Liquido I6nico -

Sal Inorgéanico

[C4min]Cl/ Fosfato de potassio

[EMIM]CI e [BMIM]CV/ Sais de

fosfato

Louros et al., 2010

Bezold, Goll e Minceva, 2015

Liquido I6nico -

[C4amim][CF3SO3]/mono e

Freire et al., 2011

Carboidratos dissacarideos
Solvente Cardoso et al., 2014
Tetrahidrofurano/mono e
Organico -
dissacarideos Sousa et al., 2017
Carboidratos

Como os SABs podem ser constituidos de diferentes componentes, foram descritos

abaixo os reagentes utilizados nesse trabalho, bem como suas propriedades quimicas.
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2.8.1. Hidroxido de sodio
O hidréxido de s6dio (NaOH) € um composto sélido a temperatura ambiente de
massa molar 39,99 g.mol™!, apresentando ponto de fusdo igual a 318 °C e ponto de ebuli¢io
igual a 1390 °C. O NaOH ¢ solivel em dgua, dlcool e glicerol, sendo sua solubilidade em dgua
igual a 1,09 g.mL"!. A solucdo aquosa de NaOH apresenta-se sem cor e sem cheiro, sendo mais

densa que a 4gua (PubChem).

2.8.2. Alcool
Nesse trabalho foram utilizados dlcoois de cadeia curta apresentados nos tépicos
abaixo. A escolha dos dlcoois de cadeia curta deu-se devido a sua solubilidade em 4gua e
capacidade de formar SABs. As formulas estruturais dos dlcoois utilizados nesse estudo estao
representadas na Figura 4
Figura 4: Férmula quimica estrutural dos dlcoois de cadeia curta utilizados para

constituir os SABs apresentados nesse trabalho.

Metanol Etanol
H,C——OH HC OH
OH
OH
H3C/\/
H4C CH,
N-propanol Isopropanol

i. Metanol
Também conhecido como dlcool metilico, € um composto organico que apresenta
féormula de CH30H, sendo o dlcool de menor cadeia existente. Sua massa molar € igual a 32,04

g.mol ™!, e apresenta ponto de fusdo baixo igual a -98 °C, sendo sua apresentacdo liquida a
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temperatura ambiente. Ja seu ponto de ebuli¢do também € baixo, sendo esse 64,7 °C. O metanol
€ solivel em dgua e levemente soltivel em 6leos e gorduras (PubChem).

O uso primdrio do metanol se dd na inddstria quimica como solvente ou matéria
prima. Grande parte (65 %) do metanol produzido mundialmente é consumido para a producao
de outros compostos como 4cido acético e acetato de metila. A outra por¢cdo € convertida a
formaldeido e seus derivados. Sua produgdo acontece a partir de diversas fontes de carbono,

como carvao, gds natural e biomassa (Khadzhiev, Kolesnichenko e Ezhova, 2016).

ii. Etanol

Atualmente, o etanol utilizado no Brasil € advindo da fermentacdo da cana-de-
acucar e é usado como combustivel em sua maioria puro ou misturado com gasolina. Por ser de
produzido a partir de fontes de carbono, apresenta-se como uma alternativa para aplicacdes
industriais, além de ser uma fonte de energia renovavel (Oliveira, Vaughan e Rykiel, 2005).

Apresenta formula estrutural de dois d&tomos de carbono ligados a uma hidroxila
(C2HsOH), conforme representado na figura x. De massa molar igual a 40,06 g.mol!, o etanol
apresenta ponto de fusdo igual a -144 °C e ponto de ebulicdo igual a 78 °C. Apresenta

solubilidade infinita em dgua (PubChem).

iii. N - propanol

Também conhecido como 1- propanol ou propanol, € um solvente muito utilizado
na industria farmacéutica para resinas ou compostos derivados de celulose. Pode ser produzido
na natureza a partir da decomposicio de materiais organicos a partir de diversos
microrganismos ou a partir de eteno derivado da industria petroquimica. Pode ser utilizado para
sintese de propileno ou isopropanol, um de seus isomeros (Gong et al., 2015).

Sua férmula quimica consiste em trés 4dtomos de carbono, oito atomos de
hidrogénio e um atomo de oxigénio (C3H70H). Apresenta ponto de fusdo igual a -127 °C e
ponto de ebuli¢io igual a 97 °C. Sua massa molar ¢ igual a 66,09 g.mol!. Também é miscivel

em agua (PubChem).

iv. Isopropanol
Também conhecido como propano-2-ol, dlcool isopropilico ou 2-propanol, esse

alcool apresenta-se como uma substancia liquida incolor, com forte odor alcodlico. O dlcool
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isopropanol € um isdmero do n-propanol. Sua férmula quimica é a mesma do n-propanol
(C3H70H), porém um grupo OH esta ligado ao segundo carbono da cadeia, como demonstrado
em sua estrutura molecular apresentada na Figura 4. Sua massa molar é de 60,10 g.mol™! e sua
densidade de 0,786 g.mL! a 20 °C. Seu ponto de fusdo é igual a -90 °C e o ponto de ebuli¢io
igual a 82,6 °C. Apresenta elevada solubilidade em dgua, sendo também soldvel em outros

alcoois, dimetilformamida, cloroférmio, éter, glicerina, benzeno e acetona (PubChem).
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3. Objetivo e metas

3.1.  Objetivo geral

O trabalho visou a obtenc¢do de diagramas de equilibrio para sistemas formados por
solugdes aquosas de quatro diferentes dlcoois (metanol, etanol, isopropanol e n-propanol) e

hidréxido de sddio, e subsequente emprego no particionamento de dcidos himicos.

3.2.  Objetivos especificos
Para este trabalho teve-se como objetivos especificos:

e Construcdo de diagrama de fases para sistemas formados por diferentes dlcoois e NaOH;

e Utilizar o modelo matematico de Merchuck (1998) para ajuste das curvas binodais e
determinacdo das linhas de amarragcdo dos sistemas propostos;

e Determinar os coeficientes de particao e recuperacdo dos dcidos humicos nos sistemas
propostos;

e Auvaliar a influéncia da variacao da concentracdo de NaOH e dos alcoois na parti¢do dos

acidos hdamicos.
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4. Metodologia
Nesta secdo serdo apresentados os materiais e as metodologias empregadas para a

realizag¢do dos procedimentos experimentais deste trabalho.

4.1. Materiais

Os SABs foram formados por diferentes dlcoois tais como: metanol (> 99,9 %), n-
propanol (> 99,5) e isopropanol (> 99,8 %) adquiridos da Merck; etanol (> 99,5 %) obtido da
Synth, e NaOH (> 99 %) adquirido da Exodo Cientifica. O dcido hiimico comercial utilizado

foi obtido da Sigma-Aldrich®. Em todos os experimentos foi utilizada dgua destilada.

4.2. Diagramas de fases

Diagrama de fases para cada sistema foram construidos utilizando o método de
turvacdo (cloud point) a temperatura de 25 °C e pressao atmosférica (Salabat et al., 2011).
Solugdes aquosas estoque de cada alcool na concentracdo 80 % (p/p) e de NaOH (30-40 %)
foram previamente preparadas. A solucdo aquosa de NaOH foi gotejada lentamente sobre a
solucdo aquosa do dlcool até a obtencdo de uma solugdo turva, que corresponde a regido
bifasica. Em seguida, adicionou-se gota a gota de 4gua destilada, até a obten¢do de uma solucao
limpida (regido monofésica). O procedimento foi conduzido sob agitacdo continua e os valores
das massas da solugcdo anotada para posterior cdlculo. As curvas de saturacdo foram
determinadas pelo método gravimétrico. A variacio maxima da balanca foi + 1,0 x 10%g e o
protocolo de turvagdo foi repetido até que fossem obtidos pontos suficientes para construcao da

curva binodal.

Para determinacdo das curvas binodais, foi utilizada a seguinte equacao:

[lcool] = A x exp(B[NaOH]%5 — C[alcool]?) (1)

onde A, B e C sdo parametros constantes obtidos a partir de regressao.

4.3. Determinagdo das linhas de amarragdo
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A determinacdo das linhas de amarracdo (tie-lines — TL) foi realizada pelo método
gravimétrico descrito por Merchuck e colaboradores (1998). As TL foram determinadas
mediante escolha de pontos acima da curva (regido bifdsica), cuja escolha foi cuidadosamente
analisada para que o comprimento das TL fosse semelhante entre os diferentes diagramas de
equilibrio para cada dlcool. Uma composicao foi preparada para os diferentes pontos de mistura,
sendo a solugdo agitada vigorosamente, centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos (para acelerar
a separacao das fases), e deixada em repouso em banho a 25 °C por 3 horas para que fosse
atingido o equilibrio termodinamico. Apds 3 horas, as fases de topo e fundo foram separadas e
pesadas, e os volumes foram determinados. Para determinacio de cada TL foi aplicada a regra
da alavanca na relagdo entre a composi¢do mdssica da fase de topo e do sistema global.

As TL foram entdo obtidas através da resolu¢do de um sistema de quatro equagdes
listadas a seguir, para determinacdo de quatro valores desconhecidos de [4lcool]t, [4lcool]F,

[NaOH]t e [NaOH]F,

[dlcool]; = A x exp(B[NaOH]»® — C[NaOH]}) (2)
[dlcool]r = A x exp(B[NaOH]Y® — C[NaOH]3) (3)
[aleool]y = (13€00thn/ o) — [ = O/ ] faicool), (4)
[NaOH], = ([N aOH ]M/a) _ [(1 - “)/a] [NaOH], (5)

onde os indices M, T e F denotam, respectivamente, a mistura inicial e as fases de topo e fundo.
Os valores de a representam a propor¢do entre a massa da fase de topo e a massa total da
mistura. O comprimento das linhas de amarracdo (tie-line length — TLL) foi determinado por

meio da aplicacdo da equagdo (6), representada abaixo.

TLL = /([NaOH]; — [NaOH]p)? — ([alcool], — [4lcool]r)? (6)

O ponto critico do diagrama de fases foi determinado por extrapolacdo das linhas

de amarracdo dos sistemas individuais mediante aplicagdo da equacgdo (7).
[alcool] = f + g[NaOH] (7)

onde f e g sdo parametros definidos.
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4.4. Partigcdo dos dcidos hiimicos nos sistemas aquosos bifdsicos

Os sistemas para particdo dos AHs foram preparados em trés diferentes
concentracdes de NaOH e élcool. Em tubos de centrifuga graduados de 15 mL, foram pesadas
quantidades apropriadas dos constituintes do sistema (dlcool, NaOH e dgua). Também foi
pesada uma solug¢do de AHs previamente preparada para que fosse obtida uma concentracao de
50 mg. L' nos SABs. Apés preparo dos sistemas e mistura completa de todos os componentes,
cada sistema foi deixado em repouso por 4 horas. Os sistemas foram colocados em repouso por
3 horas nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C. O volume de ambas as fases foi quantificado e essas
foram separadas para que o AH fosse quantificado. Todos os pontos do experimento foram
conduzidos em triplicata.

As concentragdes de AH nas fases de topo e fundo foram determinadas mediante
leitura da absorbancia a 350 nm utilizando um espectrofotdmetro UV (Thermo Electron
Corporation - Genesys 6). A curva de calibragdo foi previamente preparada utilizando AHs
comerciais em diferentes concentracdes como padrao (0,5, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 e 100 mg.L!") e o branco utilizado foi a fase correspondente que estava sendo analisada.

O coeficiente de particdo dos AHs (Kan) foi determinado a partir da relacdo entre
as suas concentragdes na fase de topo (Cr) e fundo (Cg). A porcentagem de recuperacgao foi

determinada utilizando a Equagao (9).

Cr (8)
Kayg = —
100 9)
Ran = 1
1+ [RV > KAH]

onde Ran € a recuperacio dos AHs na fase de fundo e Ry € a razdo volumétrica entre as fases

de topo e fundo.
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5. Resultados e discussao

Nesta secao serao apresentados os resultados obtidos nos experimentos conduzidos
nesse trabalho sobre os diagramas de fases, constru¢do das curvas binodais e parti¢do dos 4cidos

himicos nos SABs.

5.1. Diagramas de fases

Os sistemas estudados nesse trabalho foram formados por NaOH, dlcoois e dgua.
Os pontos experimentais de todos os diagramas de fase construidos nesse estudo foram
determinados a 25 °C e pressdo atmosférica. Os diagramas de fase correspondentes estdo
apresentados na Figura 5 e permitem analisar a capacidade dos alcoois para induzir a formacao
dos sistemas. As curvas se encontram apresentadas em unidades de molalidade. Os dados para
constru¢do das curvas binodais estdo expostos na Tabela 3.

A adicdo de uma solucdo aquosa de NaOH nos dlcoois resulta na separacdo de duas
fases, sendo uma rica em NaOH, correspondente a fase de fundo e uma rica nos dlcoois,
correspondente a fase de topo.

Nao foi possivel observar pontos de turvagdo ou desturvagao para formagao de uma
curva com metanol em nenhuma concentracao que foi testada, sendo possivel concluir que esse
alcool ndo € capaz de formar SABs com NaOH. A ndo existéncia de uma curva binodal para
metanol reafirma a ligacdo da capacidade dos dlcoois de formar sistema ao tamanho da sua
cadeia carbonica.

Os resultados obtidos nesse trabalho estao de acordo com os resultados obtidos por
Han e colaboradores (2013), que utilizou os mesmos componentes para formacdo de um SAB
e analisou a capacidade de formacgdo dos sistemas em diferentes temperaturas. Além disso, a
capacidade de formagdao de SABs dos mesmos dlcoois foi demonstrada na mesma ordem do
presente trabalho: n-propanol > isopropanol > etanol. O sistema constituido de tiossulfato de
sodio (Nemati-Knade, Shekaari e Jafari, 2012) demonstrou a mesma sequéncia de alcoois para

formagdo da regido bifésica.
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Tabela 3: Pontos utilizados para constru¢do da curva binodal, onde wi de refere ao NaOH e

wy se refere ao alcool.

100w1 100w2 100w 100wz  100w:  100w2  100wi  100w:

Etanol

49,51 15,08 27,75 19,47 18,60 22,48 13,81 24,06
45,94 15,14 26,43 19,90 18,09 22,74 13,56 24,16
43,61 15,52 25,64 20,04 17,55 2291 13,22 24,31
41,50 15,87 25,07 20,22 17,05 23,06 12,89 24,47
38,55 16,80 24,03 20,58 16,77 23,12 12,37 24,62
36,90 17,14 22,44 21,44 16,31 23,23 11,83 24,87
35,35 17,40 21,55 21,71 15,87 23,37 11,08 25,21
33,15 18,14 21,03 21,74 15,66 23,40 10,36 25,23
31,92 18,30 20,29 21,99 15,24 23,58 9,65 25,65
30,24 18,87 19,62 22,20 14,87 23,68

29,29 18,95 18,98 22,45 14,48 23,81

N-propanol
72,50 2,78 30,64 4,09 21,00 4,88 14,57 6,56
48,06 2,73 28,43 4,34 20,09 5,02 12,91 6,99
42,72 3,16 26,14 4,41 19,26 5,11 11,51 7,58
38,27 3,42 24,74 4,57 18,27 5,44 10,17 8,42
35,06 3,45 23,25 4,70 16,95 5,86
33,29 3,86 22,17 4,85 15,85 5,96

Isopropanol
70,88 341 22,60 6,30 16,78 7,85 11,45 9,78
58,70 5,13 21,73 6,48 15,60 8,01 10,85 10,15
49,80 7,45 20,93 6,59 14,94 8,19 10,04 10,81
45,61 7,77 20,15 6,78 14,26 8,45 9,03 11,49
25,72 5,76 19,50 6,95 13,54 8,67 7,95 15,45
24,44 5,91 18,66 7,00 12,87 9,08
23,54 6,12 17,70 7,30 12,05 9,54

Sabe-se que a solubilidade dos dlcoois em dgua depende do tamanho de sua cadeia

carboOnica, e diminui a medida que o nimero de carbonos aumenta. Sendo assim, de acordo com
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Reis e colaboradores (2012), os dlcoois de maior cadeia sdo mais facilmente separados no SAB.
Além disso, mediante adi¢do de um sal inorganico tem-se um aumento na quantidade de fons
dispersos na fase aquosa que propicia uma melhor separacdo do sistema, justificado pelo

salting-out.

Figura 5: Diagramas de fases formados por NaOH + dlcoois (etanol, n-propanol e isopropanol)
+ agua a 25 °C.

10
@ N-propanol

R Isopropanol

Etanol

Alcool (molkg-1)

C...o.j. ® o o

0 5 10 15 20 25
NaOH (mol kg-1)

Os coeficientes de regressdo (R?) e os parimetros de ajuste A, B e C estimados por
regressao de minimos quadrados e os desvios padrao correspondentes (c) de cada sistema sdao
apresentados na Tabela 4. Pode-se observar pelos valores dos coeficientes de regressao
(>0,989) que ha uma consisténcia dos dados experimentais utilizados para cédlculo dos
coeficientes, o que indica uma confiabilidade no trabalho.

Tabela 4: Os parametros obtidos a partir da regressao da equacao de Merchuk ajustada para os

sistemas terndrios compostos de NaOH + alcoois + dgua a 25 °C e pressdo atmostérica.

Parametros de regressao

Alcool
A B C R’
Etanol 259,2+8,7 -0,376 £ 0,025 7,66 x 10° £4,69 x107 0,9934
N-propanol  352,0+8,8 -1,174 £ 0,151 1,40 x 103 +7,0x 1073 0,9895

Isopropanol 3049 £8,7 -1,042 £0,025 515x 105 £4,69 x 10°° 0,9934
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5.2. Obtenc¢do das linhas de amarragdo
Para completar os diagramas de fase, foram utilizados trés pontos de mistura
localizados na regido bifdsica do sistema. Os valores da composi¢do de fases e o comprimento

da TL estdo expressos na Tabela 5.

Tabela 5: Composicdes das fracdes em peso das linhas de amarracao, na fase superior (T) e na
fase inferior (F), composicdo da mistura (M), e respectivos comprimentos de linhas de
amarragdo (TLL) para os sistemas compostos por dlcoois € NaOH a 25 °C e a pressao

atmosférica.

Fracao em peso (%)

[alcool]m [NaOH]m [alcool]lr [NaOH]r [alcoollr [NaOH]r TLL
38,903 17,684 18,643 22,336 70,552 10,417 53,260
Etanol 38,025 19,019 80,833 8,758 9,225 26,362 65,740
35,391 20,857 6,824 27,833 90,393 7,417 75,420
35,010 5,497 2,024 10,252 56,092 2,384 54,984
N-propanol 35,009 6,516 1,031 11,652 64,292 2,084 65,420
35,185 7,489 0,324 12,752 71,332 1,885 75,818
24,908 7,988 66,843 2,121 11,578 9,853 55,804
Isopropanol 29,984 8,093 69,972 1,939 8,849 11,380 65,728
34,939 8,292 74,919 1,773 8,288 12,245 74,899

Alcoois

Os diagramas completos com suas respectivas linhas de amarracdo sao
apresentados na Figura 6. Pode-se observar pelas figuras que um aumento na concentracdo de
NaOH leva a um aumento no comprimento da linha de amarracdo, observacdo também obtida
para o efeito da concentrag@o do dlcool. Um aumento do comprimento das linhas de amarragao
indica uma melhor separacdo das fases do sistema pois quanto maior a TL, mais diferentes
serdo as composi¢cdes das fases de topo e fundo, tornando possivelmente mais fécil a separacdo

de fases.



Figura 6: Diagrama de fases do SAB constituido de NaOH + etanol (a); n-propanol (b);

isopropanol (c) + dgua a 25 °C e a pressdo atmosférica.

100 a

90

80

70

60

50

ETANOL (WT%)

40

30

20

10

0 b 10 15 20 30

NAOH (WT%)
80

70 K
60 N / |

50

40

30

N-PROPANOL (WT%)

20

o N

0 2 4 6 8 10 12 14
NAOH (WT%)

80

70

60

50

40

30

ISOPROPANOL (WT%)

20

0 2 4 6 8
NAOH (WT%)



43

O ponto critico foi determinado por extrapolacido das linhas de amarracdo e seus
valores sdo apresentados na Tabela 6. Sabe-se que, no ponto critico, as diferencas entre as
propriedades termodinamicas intensivas de cada fase se acabam e o valor da tensao interfacial

se iguala a zero, fazendo com o que nio haja mais duas fases no SAB (da Silva e Loh, 2006).

Tabela 6: Pontos criticos calculados a partir da extrapolacdo das linhas de amarracao.

Alcool (%) NaOH (%)
Etanol 46,10 15,32
N-propanol 23,34 4,89
Isopropanol 45,58 3,41

5.3. Partig¢do dos dcidos hiimicos nos SABs

A aplicacdo dos sistemas investigados foi aplicada para particdo dos AHs, material
de amplo interesse como ja ressaltado nesse estudo. Para cada sistema foram, primeiramente,
investigados trés diferentes pontos que se encontravam sob as linhas de amarragdo.

Os valores de pH das fases dos SABs estdo apresentados na Tabela 7. Pode-se
observar que os valores de pH sdo muito préximos e, embora os AHs apresentem maior
solubilidade em solucdes alcalinas, eles nao se distribuem igualmente entre as fases. Em meio
alcalino que apresentem ions, como as solu¢des de NaOH utilizadas nesse trabalho, os grupos
fendlicos e carboxilicos dos AHs sdo desprotonados, aumentando a repulsdo das cargas
negativas dos respectivos grupos, fazendo com que o AH assuma uma configuracdo linear e,

consequentemente, aumentando sua solubilidade no meio (de Melo, Motta e Santana, 2015).

Tabela 7: Valores de pH das fases de topo e fundo dos SABs e seus respectivos dlcoois.

Alcool pH (T) pH (F)
Etanol 13,11 13,65
N-propanol 13,05 13,44
Isopropanol 13,58 13,70

A Figura 7 apresenta os dados de coeficiente de parti¢do e recuperacao dos AHs.
Todos os sistemas foram testados em trés diferentes temperaturas e os resultados obtidos foram
expressos em termos da recuperagdo e do coeficiente de parti¢do, sendo esses representados

graficamente abaixo.
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Figura 7: Recuperacio e coeficientes de particdo para os sistemas constituidos de NaOH +

dlcoois + dgua em diferentes temperaturas, separados de acordo com o TLL (=55, =65 e =75).
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Nos SABs aqui descritos, tem-se duas fases aquosas de naturezas diferentes: uma
fase hidrofilica e i0nica, constituida em sua maioria por NaOH; e uma fase hidrofébica
constituida dos dlcoois. As diferencas entre as polaridades das fases, ligadas ao fato de a
molécula estar associada a fons, propicia a migracdo dos AHs para a fase pela qual possui maior
afinidade (Reis et al., 2014), sendo essa a fase de fundo, rica em NaOH.

Pode-se observar na Figura 7 que a particdo dos AHs nos sistemas propostos é
eficiente e esse € quase completamente particionado para uma das fases, exceto nos sistemas
formados por etanol, como pode ser observado em qualquer TLL na Figura 7 a—c.

Nota-se que a recuperagdo dos AHs nos sistemas constituidos de etanol e NaOH ¢,
dentre os dlcoois testados, a que apresenta a menor eficiéncia, sendo que a maior recuperacao
apresentada foi de 77%, com um coeficiente de particdo igual a 0,14. Pode-se observar que,
nesse sistema, a variacdo de temperatura analisada ndo tem grande influéncia na particao do
AHs, sendo baixa em todas as temperaturas, quando comparada aos outros sistemas formados
por outros dlcoois.

Para o sistema constituido de n-propanol e NaOH, podemos observar que os
coeficientes de particdo sdo menores e as recuperagdes sdo mais altas. Uma elevada recuperagao
nas diferentes temperaturas e concentragdes do sistema caracteriza uma boa parti¢io dos AHs.
A maior recuperacdo obtida foi de 99,69%, com um coeficiente de parti¢cdo de 0,0038.

Ja para o sistema constituido de isopropanol e NaOH podemos observar que, assim
como para o sistema anterior, as recuperacoes foram altas e os coeficientes de parti¢cao baixos,
0 que também caracteriza boa particdo dos AHs no sistema. Para o esse SAB, a maior
recuperacao foi de 99,56, com o coeficiente de particao de 0,0045. Pode-se observar também
que, quando comparado aos demais sistemas, esse apresentou as melhores recuperacoes, o que
levou a sele¢dao do SAB constituido de NaOH e isopropanol para testes posteriores.

Observou-se que, no presente trabalho e na variagdo de temperatura estudada, ndo
ha uma influéncia considerdvel da temperatura na recuperacdo dos AHs nos sistemas estudados
para o n-propanol e o isopropanol, mesmo que a temperatura afete positivamente a parti¢ao do
SAB, como demonstrado por Han e colaboradores (2013). Em contrapartida, para o SAB
constituido de etanol foi possivel observar uma variacdo na recuperagdo quando em diferentes
temperaturas. Além disso, existem relatos na literatura que demonstraram que a temperatura
tem pouco ou nenhum efeito em SABs baseados em &lcoois hidrofilicos e sal (Katayama e
Miyahara, 2006; Wang et al., 2010a). Em contrapartida, Tan, Li e Xu (2013) demonstraram que

um aumento da temperatura resulta em uma diminui¢do da recuperacio do sistema composto
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de sais de amonio e élcoois, onde a molécula particionada migra para a fase de topo. A
diminui¢do acontece pelo fato de que, mediante aumento da temperatura, o dlcool volatiliza
mais facilmente, diminuindo a concentracdo da fase rica em é&lcool e, consequentemente,

diminuindo a recuperagao.

Na figura 8 sdo observadas informacdes apds a selecdo do SAB composto de NaOH
e isopropanol, na temperatura de 15 °C, que apresentou nos testes preliminares uma pequena
elevacdo na recuperacio. A escolha da temperatura deu-se pelo fato da reacdo do NaOH com
dgua ser exotérmica, sendo assim uma menor temperatura foi escolhida para que fosse menor
o impacto dessa liberacao de calor na parti¢cao do sistema.

Pode-se observar que foi variada a concentragdo de alcool (25 - 40%) e a variacdo
de NaOH (6 —9%). Observa-se que, em pontos proximos a curva, como 6% - 25%, ndo acontece
a formacdo do sistema, visto que quanto mais préximo da curva binodal, mais instdvel o
sistema. Observou-se que, independente da variacdo das concentragdes de NaOH e dlcool, ainda
se obtém uma elevada recuperacdo dos AHs na fase de fundo, apresentando sempre valores de
recuperacdo acima de 97%. Sendo assim, pode-se escolher menores porcentagens de NaOH e
isopropanol para composi¢do do sistema e particdo dos AHs, que haverd uma recuperacao

eficiente do composto de interesse.

Figura 8: Recuperacdo e coeficientes de particdo para os sistemas constituidos de NaOH +

1sopropanol + dgua, nas temperaturas de 15 °C, em diferentes concentracdes dos componentes.
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Pode-se perceber que os sistemas testados com NaOH foram eficientes na parti¢ao
dos AHs, sendo que os sistemas constituidos dos dlcoois de maior cadeia apresentaram maior

eficiéncia na recuperagao dos AHs.
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6. Conclusoes e sugestoes para trabalhos futuros

Avaliou-se nesse estudo a formacao de SAB formado por constituintes associados
que foram listados apenas uma vez na literatura, a proposta desse sistema aconteceu por nao
terem sido observados muitos relatos de SABs alcalinos. Assim, a introducdo desse sistema €
aprecidvel para compostos que possuem maior afinidade por meios dlcalis.

Foi possivel observar que os diagramas de fase estdo de acordo com o estudo
previamente publicado por Han e colaboradores (2013). Notou-se que o NaOH pode ser
utilizado como agente salting-out para formacdo de SABs baseados em dlcoois de cadeia curta,
exceto para o caso do metanol, que ndo é capaz de formar sistema. A capacidade de formacao
de sistema dos dlcoois foi observada na seguinte sequéncia: n-propanol > isopropanol > etanol,
nota-se que a capacidade de formacdo de sistema varia de acordo com a hidrofobicidade do
dlcool. Sendo assim, quanto mais hidrofébico, mais favorecida a formacao do SAB.

Para explorar a aplicabilidade dos sistemas propostos, foi investigada a parti¢ao dos
AHs nos SABs. Em todos os ensaios foi possivel observar que os AHs migram para a fase de
fundo, rica em NaOH. Os melhores resultados de recuperacdo e coeficiente de parti¢do
aconteceram nos sistemas constituidos de NaOH + n-propanol sendo esses, 99,69% e 0,0038;
e NaOH + isopropanol, sendo esses 99,91% e 0,0019. Foi possivel observar que o sistema de
NaOH + etanol néo foi eficiente para particdo dos AHs, atribuindo-se a isso o fato de que os
alcoois de menor cadeia apresentam uma maior solubilidade em dgua, desfavorecendo, neste
caso, a particdo de AHs no sistema.

Sugere-se para trabalhos futuros que esses sistemas nesse trabalho identificado
sejam aplicados para extracdo dos AHs produzidos por fermentacdo em trabalhos ja
demonstrados por nosso grupo de pesquisa, visto que sdo sistemas adequados para extragao de

biomoléculas por apresentarem em sua composi¢ao uma elevada quantidade de dgua.
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