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APLICACAO DE SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS FORMADOS POR ALCOOIS E
DAIS DE FOSFATO DE POTASSIO NA EXTRACAO DE BIOMOLECULAS

Samuel Bruno dos Santos

A producdo de moléculas de interesse para a industria biotecnoldgica, como as de
alimentos, farmacéutica e biocombustivel, depende estritamente das técnicas de extracdo e do
grau de pureza das biomoléculas. Devido a complexidade desses biocompostos, as técnicas de
extracdo e purificacdo sdo invariavelmente mais refinadas, o que se reflete nos custos do
processo e consequentemente no valor do produto final. Portanto, é muito importante o
desenvolvimento de uma metodologia simples, rapida, de facil capacidade de recuperacéo da
biomolécula, baixo custo e eficiente para a extracdo das biomoléculas. Dentre as técnicas
utilizadas, pode-se destacar o sistema aquoso bifasico que se baseia na particdo da
biomolécula para uma fase e 0s componentes contaminantes para a fase oposta. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o processo de particdo de biomoléculas como aminoacidos (L-
tirosina e L-triptofano), antimicrobiano (tetraciclina) e alcaldide (cafeina) em sistemas
aquosos bifasicos formados por componentes de baixo custo como alcoois (metanol, etanol,
1-propanol e 2-propanol) e sais de fosfato de potassio (K3PO4, K;HPO, € KoHPOL/KHLPO, -
solucdo tampao). O processo de extracdo foi otimizado pela variacdo do tipo e concentracdo
dos componentes dos sistemas, da temperatura e da adicdo de diferentes eletrélitos. A
depender dos constituintes dos sistemas as biomoléculas poderiam migrar para a fase de topo
(K>1,0) ou fase de fundo (K<1,0). No processo de otimizacdo das biomoléculas privilegiou-
se a particdo para a fase rica em alcool (fase de topo). Neste sentido os melhores valores para
0 coeficiente de particdo foram para L-tirosina (K=3,01 usando 2-propanol — 40% (p/p),
KoHPO, — 20% (p/p), NaCl 2,5% (p/p) a 303,15 K); L-triptofano (Kip=2,73 usando 1-
propanol — 60% (p/p), K;HPO, — 20% (p/p), NaCl 2,5% (p/p) a 303,15 K); tetraciclina
(Kt=2,98 usando 2-propanol — 60% (p/p), KsPO4 — 20% (p/p), NaCl 5% (p/p) a 308,15 K) e
cafeina (K¢=3,81 usando 2-propanol — 60% (p/p), KsPO, — 20% (p/p), NaCl 5,0% (p/p) a
303,15 K). Também foi otimizada a particdo da tetraciclina para a fase rica em sal (Kt = 0,28
usando etanol — 60% (p/p), tampéo fosfato — 17,5% (p/p), a 308,15 K) e da cafeina para a fase
rica em sal (K¢ = 0,12 usando metanol — 60% (p/p), tampéo fosfato — 17,5% (p/p) a 308,15
K). O efeito dos eletrolitos no sistema de particdo de cafeina seguiu a série de Hofmeister e
nestes sistemas apresentaram maiores valores de particdo quando se adicionou ao sistema
Na,SO,4 e KCI (Kt igual a 3,55 e 3,45, respectivamente).

Palavras-chave: Biomoléculas, sistema aquoso bifasico, cafeina, aminoacidos, tetraciclina.
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TWO-PHASE AQUEOUS SYSTEMS FORMED BY ALCOHOLS AND POTASSIUM
PHOSPHATE SALTS IN APPLICATION EXTRACTION BIOMOLECULES

Samuel Bruno dos Santos

The production of molecules that are of interest the biotechnological industries, such
as the food, companies’ pharmacy and bio-fuel, strictly depend on the extraction techniques
employed and the degree of purity of the biomolecules. Due to the complexity of these bio
composts, the extraction and purification techniques are invariably more refined. This has
which reflect ion in the costs of the process and consequently in the price of the final product.
Therefore, for the extraction of the biomolecules, is the development of a simple, quick, low-
cost, efficient and easily recovery methodology of utmost importance. Among the techniques
employed, one could point out the two-phase aqueous system is one of the used process is
based on the partitioning of the biomolecule to one phase and the contaminating components
to the opposite phase. The objective of this work was to evaluate the splitting process of
several types biomolecules such as, two amino acids (L-tyrosine and L-tryptophan), one
antibiotic (tetracycline) and one alkaloid (caffeine) in two-phase aqueous system formed by
low-cost components like alcohols (methanol, ethanol, 1-propanol and 2-propanol) and
potassium phosphate salts (K3PO4, K;HPO, e Ko;HPO4/KH,PO, — buffer solution). The
extraction process was optimized by the variation of the components types and concentrations
of the systems, the temperature and aslo the addition of different electrolytes. Depending on
the constituents of the systems, the biomolecules could migrate to the top phase (K>1,0) or
bottom phase (K<1,0), In the process of optimization of the biomolecules, the partition for the
phase rich in alcohol (top phase) was focused on. In this sense the best values for the splitting
coefficient were for L-tyrosine (Kyr = 3.01 using 2-propanol - 40%, K;HPO, - 20%, NaCl
2.5% to 303.15 K), L-tryptophan (Kyp = 2.73 using 1-propanol - 60%, K;HPO, - 20% NacCl,
2.5% to 303.15 K) tetracycline (Kt = 2.74 using 2-propanol - 60%, K3PO,4 - 20%, NaCl 5%
to 308.15 K) and caffeine (K¢ = 3.81 using 2-propanol - 60%, K3PO,4 - 20%, NaCl 5.0% to
303.15 K). The Splitting of the tetracycline was also optimized for the phase rich in salt (K
= 0.28 using ethanol - 60% phosphate buffer - 17.5%, to 308.15 K) and caffeine salt-rich
phase (Kc = 0.12 using methanol - 60 %, phosphate buffer - 17.5%, to 308.15 K). The effect
of the electrolytes in the caffeine splitting system followed the Hofmeister series and
presented greater values of partitioning when Na,SO, and KCI (K. equal to 3.55 and 3.45,
respectively) was added to the system.

Keywords: Biomolecules, aqueous two-phase system, caffeine, amino acid, tetracycline.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

A utilizagdo de moléculas obtidas de origem vegetal, animal e microbiana em
varios tipos de inddstrias tém evoluido com o passar dos anos, principalmente devido ao
surgimento de diversas técnicas de extracdo. Este interesse crescente é fortalecido pela
alta demanda das industrias: farmacéutica (interessada em novos antimicrobianos
puros), alimenticia (interessada na obtencdo de produtos probioticos e nutracéuticos)
por produtos com alto grau de pureza, além da industria de biocombustivel (interessada
na obtencdo de Oleos vegetais, enzimas e bio-6leo) que podem apresentar diferentes
graus de pureza. Desta forma, torna-se necessario escolher métodos de extracao que ndo
danifiqguem as biomoléculas, as quais sdo extremamente sensiveis as temperaturas
elevadas de extracdo, presenca de elementos quimicos dentre outras.

A extracdo e purificacdo de biocompostos utilizada na industria consistem em
processos formados por sistemas tradicionais com a utilizacdo de solventes organicos, a
quente ou a frio (CHUNG et al., 2010), agentes quelantes e precipitantes (ANDREO e
JORGE, 2006), técnicas cromatograficas (WANG, 2011) e de forma menos tradicional
a aplicacdo de fluidos supercriticos (PARK et al., 2012), ultrasom (JUN, 2009) e
radiacdo micro-ondas (CHAN et al., 2011). Essas técnicas consomem quantidades
elevadas de solventes ou sdo procedimentos dispendiosos e pode apresentar condicOes
gue sejam danosas as biomoléculas.

Uma técnica que desponta para a extracdo de biomoléculas sdo os sistemas
aquosos bifasicos, que podem ser formados utilizando uma série muito grande de
compostos como polimeros (polietileno glicol, dextrana e maltodextrina), sais organicos
(fosfato de potassio, citrato de sodio), liquidos idnicos e alcodis. Estes sistemas
apresentam como maiores vantagens a ampliacdo de escala, simplicidade tecnoldgica e
alta concentracdo de agua (70 a 95%) que oferecem um 6timo meio para biomoléculas
sensiveis, além da baixa tensdo interfacial que facilita a migracdo das biomoléculas
entre as fases e ainda minimiza o risco de comprometimento da estrutura de células e
proteinas (HASMANN et al., 2008). Em comparacdo com outros métodos de

purificacdo, o alto custo dos polimeros levou a aplicagdo de sistemas baseado em sais,
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neste trabalho foca-se na utilizagdo de alcoois e sais, ambos de baixo custo e de certa
forma abundante na regido do pais em que o trabalho foi desenvolvido.

Para a aplicacdo do sistema aquoso bifasico, € necessario o conhecimento prévio
dos diagramas de fase dos sistemas em estudo, por este motivo as curvas binodais para
todos os sistemas utilizados e as linhas de amarracdo que prevéem a composicao das
fases de topo e fundo para alguns pontos de mistura foram realizadas. Cabe ressaltar a
importancia deste procedimento para o entendimento dos efeitos associados durante a
particdo de biomoléculas, além do ajuste matematico inserido.

A literatura tem apresentado alguns trabalhos de particdo em sistemas alcoois e
sais (OOl et al., 2009; WANG et al., 2010), porém a otimizacdo das condi¢des do
processo de particdo das biomoléculas ndo foi ainda inteiramente estudada. Este
trabalho aplica a variacdo dos tipos e concentracdes dos alcodis e sais de fosfato de
potassio, da temperatura e da adicdo dos eletrélitos, tornando o trabalho inovador. As
moléculas estudadas foram escolhidas como compostos modelos, 0os aminoacidos para
entendimento da particdo de peptideos e proteinas; alcaldides; pois o trabalho pode
futuramente ser estendido a processos de elucidacdo e comprovacdo de dopping, e a
tetraciclina para a tentativa de aplicacdo destes processos em extracdo de antibioticos.

Por todos estes motivos o trabalho foi estruturado, desenvolvido e esta

apresentado nos capitulos subsequentes.
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Capitulo 2

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo de extracdo de diversas biomoléculas como aminoacidos (L-
tirosina e L-triptofano), alcaldide (cafeina) e antibidtico (tetraciclina) utilizando
sistemas aquosos bifasicos formados por alcoois (metanol, etanol, 1-propanol e 2-

propanol) e sais inorganicos (KsPO,4, K;HPO4 e KoHPO4/KH,PO, - solugdo tampéo).

2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Construir curvas binodais para os sistemas alcoois + sais de fosfato de
potassio;

e Ajustar o0 modelo matematico proposto por Merchuck e colaboradores as
curvas binodais formada por sistemas alcodis+sais de fosfato de potassio;

e Otimizar o processo de extracdo de aminodcidos (tirosina e triptofano),
alcaloide (cafeina) e antimicrobiano(tetraciclina) nestes sistemas.
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Capitulo 3

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste tdpico sera apresentado o estado da arte referente a extracdo de
biomoléculas, utilizando os sistemas aquosos bifasicos formados por alcoois e sais de

fosfato de potéssio, sendo apresentadas as propriedades sobre as biomoléculas usadas.

3.1 Biomoléculas

O termo biomoléculas possui uma definicdo ampla e abrangente, pois elas
compdem organismos Vivos como vegetais, animais e microrganismos, podendo ser
utilizados no metabolismo, na digestdo, na protecdo, na locomocdo e outros. As
biomoléculas podem ser classificadas como de origem enddgena ou de origem exdgena
(GREISLER, 2003).

A aplicacdo de biomoléculas em diversas atividades industriais tem evoluido com
0 passar dos anos, principalmente devido ao surgimento de diversas técnicas de extracdo
e purificacdo. Este interesse crescente € fortalecido pela alta demanda das industrias
farmacéutica e quimica por produtos com alto grau de pureza (ZUNIGA et al., 2003).
Dentre as biomoléculas podem-se citar os aminoacidos, antimicrobianos, alcal6ides,

entre outras.

3.1.1 Aminoécidos

Os aminoécidos sdo as unidades monomeéricas formadoras dos peptideos e
proteinas. A molécula é composta por uma porg¢do carboxila ligada a por¢do amina por
um carbono alfa, ao qual estdo ligados diferentes radicais, propiciando assim a
diferenciacdo destes compostos (NELSON e COX, 2011). Basicamente existem 22
aminoéacidos que se ligam por meio de ligacGes peptidicas, e destes, 8 sdo chamados de
"essenciais” pois ndo sdo sintetizados pelos humanos (histidina, iso-leucina, leucina,
lisina, metionina, treonina, L-triptofano), e portanto devem fazer parte da dieta
alimentar (LEE et al.,2003). Além deste importante papel na nutricio humana, os

aminoacidos séo utilizados na producdo de plasticos biodegradaveis, drogas e
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catalisadores quirais, realgadores de sabor, adogantes com baixas calorias, além da sua
aplicacdo na sintese de farmacos e cosméticos (PENTEADO, 2003).

Esses mondmeros apresentam solubilidade em &gua (JI e FENG, 2008), mas essa
propriedade é reduzida em solventes organicos e influenciada fortemente pelo valor do
pH e da forca ibnica da solucdo aquosa, apresentam ainda um elevado ponto de fusao
(ASENJO e ANDREWS, 2011).

L-Triptofano

O L-triptofano (Figura 3.1) é um aminoéacido aromatico essencial, tanto para
homens como animais, pois ndo pode ser produzido no organismo, tendo que ser obtido
na alimentacdo diaria. Este aminoacido € encontrado em menor concentracdo nas
proteinas dietéticas: 1% nas proteinas de origem animal e 1,4% nas proteinas de origem
vegetal (ROSSI e TIRAPEGUI, 2004), tendo como dosagem de ingestdo recomendada
100 mg/kg de massa corporal por dia (MARKLOVA et al., 2000). O isolamento do L-
triptofano foi primeiramente relatado por Frederick Hopkins em 1901, por meio da
hidrolise da caseina. A partir de 600 gramas de caseina bruta obtém-se 4-8 g de
triptofano (GOIHL, 2006).

Figura 3.1. Estrutura molecular do L-triptofano.

Além de ser precursor da serotonina, o L-triptofano apresenta outras funcdes
como: contribuicdo no crescimento normal e sintese proteica, influéncia no sono, no
comportamento e na fadiga. Apresenta-se como precursor da vitamina Bz e € um dos
aminoacidos que estimula a secrecdo de insulina e hormdnio do crescimento (ROSSI e

TIRAPEGUI, 2004). Os distarbios de mé& absorcdo de frutose e intolerancia a lactose
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provocam absor¢do inadequada do L-triptofano no intestino, ocasionando a reducgéo da
concentracéo de triptofano no sangue. No sistema nervoso central atua na producgéo de
serotonina desempenhando uma atividade antidepressiva (GOIHL, 2006).

L-Tirosina

A L-tirosina (Figura 3.2) é um aminoacido aromatico ndo essencial, produzido a
partir da fenilalanina. Este aminoacido pode ser encontrado na carne, trigo, aveia e
frutos do mar, e apresenta um importante papel no metabolismo humano, pois é
precursor de importantes neurotransmissores como adrenalina, noradrenalina e
dopamina. Outra funcéo é a aceleracdo no sistema nervoso agindo como regulador do
humor, na comunicacdo entre neurdnios e supressor de apetite. Cabe também destacar a
atividade antitumoral, a acdo na reducdo da gordura corporal e auxilio na producéo de
melanina (BRETTI et al., 2011). A L-tirosina também é precursora dos hormdnios
tireoidianos triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) que sdo produzidos pela tiredide
(CHATCHAWALSAISIN, 2005).

Figura 3.2. Estrutura molecular da L-tirosina.

3.1.2 Antimicrobiano

Um composto denominado como agente antimicrobiano € aquele capaz de matar
ou inibir o crescimento de microrganismos. Estes podem ser antibacterianos quando

especificamente atuam em bactérias, ou antifungicidas com atuagdo em fungos. Nos
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Estados Unidos foram produzidos cerca de 25 mil toneladas de antimicrobianos no ano
de 2004 (WANNMACHER e KUCHENBECKER, 2004).

Os compostos antibacterianos sdo classificados quanto a estrutura quimica e
quanto a origem, 0s quais podem ser naturais, semi-sintéticos e sintéticos. Com 0s
avancos da quimica medicinal, a maioria dos antibacterianos sao modificacdes semi-
sintéticas de diversos compostos naturais. Estes incluem, por exemplo, o0s
antibacterianos beta-lactdmicos, que incluem as penicilinas, as cefalosporinas, e 0s
carbapenémicos. As sulfonamidas, as quinolonas, e a oxazolidinonas sdo produzidas
apenas por sintese quimica. Outro sistema de classificacdo € baseado na atividade
bioldgica; nesta classificacdo antibacteriana, os compostos sdo divididos em dois
grandes grupos de acordo com seus efeitos bioldgicos sobre os microrganismos: agentes
bactericidas que matam as bactérias e agentes bacteriostaticos que desaceleraram ou
interrompem o crescimento bacteriano (VON NUSSBAUM,2006).

A producdo destes compostos € realizada por processos biolégicos ou por meio
de sintese quimica. A producdo dos antimicrobianos por via fermentativa utiliza como
agentes bioldgicos bactérias ou fungos. Uma vez produzidos, estes compostos devem
ser purificados, e neste sentido sdo utilizadas diversas técnicas como a precipitacao,
filtracdo, sistema aquoso bifasico (WANG et al., 2010) e cromatografia liquida
(FOUNTORA e BRANDELLLI, 2008).

A maioria dos antibidticos tem como alvo as funcGes bacterianas ou seus
processos de crescimento, agindo na parede celular das bactérias (tais como penicilinas
e cefalosporinas), ou a membrana celular, ou interferir com as enzimas bacterianas
essenciais (como as quinolonas e as sulfonamidas) tém atividade bactericida, ainda
existem alguns que atuam na sintese de proteinas-alvo (como os aminoglicosideos,
macrolideos) e ja as tetraciclinas possuem efeito bacteriostaticos. O grau de acdo destes
farmacos pode ser classificado quanto ao grau de agdo, podendo ser antibiético com
estreito espectro atuando em bactérias especificas ou Gram-negativas ou Gram-
positivas, enquanto os antibioticos de amplo espectro afetar uma larga gama de
bactérias tanto Gram-negativas como Gram-positivas. Dentre essa gama de farmacos
disponiveis para diversos tratamentos, foi alvo desse estudo a tetraciclina (BORA et al.,
2005).
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Tetraciclina

A tetraciclina (Figura 3.3) é um policetideo antibiético de amplo espectro
produzido pelo género Streptomyces e Actinobacteria, indicado no combate a infec¢oes
bacterianas. Este agente antibacteriano possui amplo espectro de atuagdo, age como
inibidor da sintese de proteinas, ligando-se & subunidade 30S dos ribossomos dos
microrganismos, prevenindo a introdugdo de novos aminoacidos na cadeia peptidica
nascente das bactérias. Essa acdo é geralmente inibitoria e reversivel apés a retirada da
droga (PALMER et al., 2010).

NH,

Figura 3.3. Estrutura molecular do antibiotico.

Estudos recentes demonstraram que a tetraciclina sofre mudancas estruturais no
ambiente, e que os produtos dessa transformacdo sdo mais estaveis. Tais transformacdes
sdo extremamente importantes, pois varios microrganismos desenvolvem resisténcias a
antimicrobianos, mas sdo sensiveis aos produtos da modificacdo da tetraciclina, como a
epitetraciclina (ETC), a anidrotetraciclina (ATC) e a epianidrotetraciclina (EATC)
(AZEVEDO et al., 2009).

3.1.3 Alcaléide

Os alcaldides sdo compostos ciclicos contendo nitrogénio em um estado
negativo de oxidacdo, gerados a partir do metabolismo secundéario de organismos vivos.
Estes compostos apresentam importante atividade biolégica e grande distribuicdo no
meio ambiente (GRYCOVA et al., 2007). Os alcaldides sdo produzidos por uma grande

variedade de organismos, incluindo bactérias, fungos, animais e principalmente por
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plantas, por meio de extracdes aquosas e/ou alcodlicas (AZNAR e MADURO, 2008),
fluido supercritico (TELLO et al.,2011) e cromatografia (RODRIGUES et al., 2007).
Eles geralmente tém efeitos farmacologicos e sdo usados como medicamentos, como
estimulantes fisicos. Atuando como, anti-agregante plaquetario, estimulantes,
psicotropicos, antibacteriano, antifingico e acdo anestésica, a cafeina € um exemplo de
alcal6ide de grande atuacdo na industria de alimentos e medicamentos (SILVA et al.,
2007).

Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimethilxantina ou 3,7-dihidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-
diona, CgHioN4Oz), é um alcaldide do grupo das xantinas (Figura 3.4). Foi
primeiramente isolada do café em 1820 (SALVA e LIMA, 2007).
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Figura 3.4. Estrutura molecular de cafeina.

Este alcaldide é bem conhecido a devido sua ocorréncia em diversos alimentos
(JUN, 2009; TELLO et al., 2011) sendo encontrada em diversos tipos de plantas, tais
como folhas de mate (llex paraguariensis), sementes de guarana (Paullinia cupana),
sementes de améndoas de kola (Cola nitida, Cola acuminata), gréos de café (Coffea
canephora, Coffea arabica) e grdos de cacau (Theobroma cacao) (GONZALES-
NUNEZ e CANIZARES-MACIAS, 2011, TELLO et al., 2011, HEARD et al., 2006,
PERVA-UZUNALIC et al., 2006)

O consumo global de cafeina foi estimado em 2004 como sendo 120.000
toneladas por ano tornando-se a substancia psicoativa mais consumida no mundo
(FISONE et al., 2004). Diariamente, a cafeina é consumida em bebidas, tais como café,

ché, refrigerantes, energéticos, chocolate, balas e doces. Esta biomolécula apresenta-se
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como um dos elementos encontrados em preparacfes medicamentosas sem prescrigdo
como os remédios para resfriados, pilulas para emagrecimento, diuréticos e outros
estimulantes (SINGH e SAHU, 2006). O efeito benéfico da cafeina, como o aumento do
estado de alerta, da energia e da habilidade de concentracdo, ocorre em doses baixas e
moderadas (50 — 300 mg). O consumo moderado leva muito raramente a riscos para
salde, porém doses elevadas de cafeina induzem a efeitos negativos, tais como
ansiedade, insbnia, e taquicardia, que sdo vistos, principalmente, em individuos
sensiveis & cafeina (NEHLIG, 1999).

3.2 Extracdo e Purificagéo de Biomoléculas

Para a aplicacdo de biomoléculas faz-se necessario o desenvolvimento de
técnicas de extracdo e, dependendo da aplicacdo, um procedimento de purificacdo
adequado e rigoroso deve ser desenvolvido.

Na extracdo de biocompostos podem ser empregadas diferentes técnicas, dentre
elas e com a maior frequéncia, é a extracdo com solventes organicos a frio ou a quente.
O tipo de solvente utilizado depende da polaridade das biomoléculas, entretanto o
processo é limitado devido a capacidade dos solventes em isolar a biomolécula alvo
(MARINOVA e YANISHLIEVA, 1997). Outro método de extracdo € a inclusdo de
quelantes que surgiu pela dificuldade de determinacdo de micronutrientes disponiveis,
sendo estes utilizados com objetivo de extrair maiores quantidades de biomoléculas
(ANDREO e JORGE, 2006). Entretanto devemos considerar os efeitos toxicos de
residuos em ambos os processos, justificando assim a importancia da busca de novas
técnicas de extracdo que minimizem a producdo de residuos ao meio ambiente, como a
aplicacéo de fluido supercritico nas extracdes. Essa técnica utiliza um fluido submetido
a pressdo e temperatura acima de seu ponto critico modificando as propriedades, como a
densidade do fluido supercritico sendo similar a dos liquidos e sua viscosidade com
valores proximos aos determinados para os gases. O estado supercritico de fluidos pode
ser definido como o estado no qual o liquido e o gas sdo indistinguiveis entre si,
apresentando assim caracteristicas tanto de um gas como de um liquido (HERRERO,
CIFUENTES e IBANEZ, 2006).
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O didéxido de carbono (CO,), o fluido mais utilizado devido a sua baixa
temperatura (31,3°C) e pressdo critica (72,9 atm), entretanto, o0 CO, supercritico (pela
sua baixa polaridade) possui um menor efeito nas extracdes de moléculas de alta
polaridade, podendo ser solucionado com a adi¢do de co-solventes como metanol e
etanol nos processos (RAVENTOS, DUARTE e ALARCON, 2002).

O processo de separacdo e purificacdo é fundamental na obtencdo e aplicacdo
industrial de um biocomposto. A escolha do processo de separacdo e purificacdo de
algumas substancias bioativas deve ser feita levando em considera¢do um alto grau de
purificacdo. Além disso, o processo deve ser simples e barato, evitando sucessivas
etapas. Em geral, a fase de purificacdo € a etapa que mais contribui para o custo total de
obtencdo de uma biomolécula. Em comparacdo as técnicas citadas anteriormente, a
particdo em sistema aquoso bifasico € uma alternativa bastante eficiente para a
separacdo e purificacdo de biomoléculas. As vantagens do sistema liquido-liquido
oferecidas por este tipo de sistema sdo: ambiente biocompativel, baixa tensdo
interfacial, baixa energia, facil aplicacdo em grande escala, operacdo continua e alta
sensibilidade no reconhecimento das interacdes das biomoléculas (SELVAKUMAR et
al., 2010).

3.2.1 Sistemas Aquosos Bifasicos

Os sistemas aquosos bifasicos sdo conhecidos desde o final do século XIX,
quando Beijerinck percebeu a separacdo espontanea em duas fases liquidas limpidas ao
misturar solucdes aquosas de gelatina com agar ou amido solGvel. Posteriormente,
pesquisadores como Ostwald e Hertel, e Dobry e Boyer-Kawenoki estudaram sobre
esses sistemas, porém, foi apenas com os trabalhos de Albertsson, em meados da década
de 50, que ficou evidente para a comunidade cientifica a grande potencialidade de
aplicacdo desta técnica para a particdo/purificacdo de biocompostos (ZAFARANI-
MOATTAR e NASIRI, 2010).

Inicialmente os sistemas aquosos bifasicos sdo formados pela mistura de dois
polimeros ou de um polimero e um sal, resultando em duas fases imisciveis (GARZA-
MADRID et al., 2010). A Tabela 3.1 classifica as composi¢cdes dos SABs em dois
grupos (polimero/polimero e polimero/sal), os quais sdo aplicados a diferentes

biomoléculas a serem extraidas e/ou purificadas.
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Tabela 3.1: Sistemas Aquosos bifasicos tipicos

Polimero Polimero
Polietileno Glicol Dextrana(Dx)
Ficoll
Hidroxipropil-amino (HPS)
Polivinil alcool (PVA)
Polivinil pirrolidona (PVP)
Maltodextrina (MD)
Maltodextrina
Polipropileno glicol Polietileno Glicol (PEG)
Polimero Sal

PEG-copolimeros (NH,)2S0,4
NH,CO,NH,4
Na,HPO,
K,POq4
K;HPO,4, KH,PO4
Na,SO3
FeSO,4

Fonte: MACHADO,1999

Os SABs formados por PEG + dextrana ou PEG + sais sdo amplamente
utilizados devido a disponibilidade destes no mercado, por ndo serem toxicos e
apresentarem alta seletividade. Os SABs ainda possuem potencial de reuso dos
reagentes utilizados e de forma geral mantém a integridade das biomoléculas em
condigdes otimizadas (FERREIRA et al., 2011). Por outro lado, apresentam algumas
limitacdes como a desnaturacdo de biomoléculas, como enzimas e proteinas, em altas
concentracdes de sais (SILVA e MEIRELLES, 2000). A literatura relata que os SABs
formados por PEG + dextrana possuem elevado custo, tornando inviavel a sua aplicacdo
em escala industrial para além da turvacdo dos sistemas que causa problemas de foro
analitico (COIMBRA, 2003).

Os SABs tém sido usados na purificacdo e na bioconversdo extrativa de
biomoléculas (MADURO et al., 2005). Esta técnica de separacdo vem sendo aplicada
em outros segmentos como no tratamento de efluentes industriais e na industria de papel
e celulose (WAZIRI et al., 2003). Sdo também utilizados na remog¢&o de ions metalicos
(HANSON et al., 1992), compostos aromaticos de 6leo (MAZZERA et al.,1999) e
poluentes organicos do meio ambiente (ROGERS et al., 1998).
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Diversos pesquisadores tém utilizado este tipo de sistema para a purificacdo de
diversas biomoléculas, como albumina (YAN-MIN et al.,2010), triptofano (PEREIRA
et al., 2010), aminoacidos (DOMINGUEZ-PEREZ et al., 2010), antibidticos (WANG et
al., 2010) e alcaldides (TELLO et al.,, 2011). Além de analisar a particdo de
biomoléculas, o estudo da efetividade da adicdo do sal é determinado principalmente
pela natureza do componente e segue a seguinte ordem de eficacia: para anions SO4* >
HPO,* > CH3;COO™ > CI" e para cétions NH* > K* > Na* > Li* > Mg** > Ca*
(RAWDKUEN et al., 2010).

Wang et al., (2010) estudaram a influéncia de diferentes sais na purificacdo de
antibioticos, utilizando sistema com sulfato de amonia, observando a elevacdo do
rendimento de 30,03% para 87,7%. Salabat et al., (2007) também verificou a influéncia
de diferentes sais na particdo, recuperacdo e fator de purificacdo dos aminoacidos
usando polietilenoglicol, e observou que dentre os sais testados (sulfato de magnésio,
sulfato de aménio, sulfato de sdédio) o sulfato de aménio apresentou os melhores
resultados na particdo dos aminoacidos.

Na aplicacdo industrial o principal sal utilizado € o fosfato devido ao seu baixo
custo e o elevado poder idnico dos sair de potassio, favorecendo um alto coeficiente de
particdo de biomoléculas, porém altas concentra¢es de sal podem ocasionar problemas
na biomolécula e alteracdo do pH do SAB (YAN-MIN et al., 2010). Algumas

biomoléculas extraidas pelos SABs sao descritas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Exemplos de biomoléculas extraidas utilizando diferentes
composicdes de SABs.

Componente 1 Componente 2 Biomolécula Referéncia
Liquido 16nico Aminoécidos Cafeina Dominguez-Perez et al.,
2009
Co-polimeros Fosfato de Potassio Insulina Haraguchi et al., 2003
Triton X-100 Sulfato de sddio Proteina XIE et al., 2005
Liquido 16nico Hidrdxido de Potassio Triptofano Wang et al., 2010
Liquido l6nico Fosfato de Potéssio Lipase Ventura et al., 2011
Alcool Citrato de Sddio Lipase Ooi, et al., 2009

Nos SABs relatados na literatura sdo apresentados diferentes modelos

termodinamicos desenvolvidos para a modelagem e otimizacdo do processo de extracao.
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Dentre estes, 0 modelo da equacéo virial baseada no conhecimento da pressdo osmética
de um solvente, podemos citar: NRTL (non random two liquid) e Wilson. Ambos
modelos séo frequentemente utilizados para correlagéo e predigdo do equilibrio de SAB
constituido por polimero e sal (ZAFARANI-MOATTAR e NASIRI, 2010). A
representacdo grafica dos dados termodindmicos do SAB é geralmente feita por meio de
diagramas com 2 componentes (Figura 3.5). A concentracdo de um dos componentes é
representada no eixo horizontal, e o teor do outro componente, no eixo vertical. A

quantidade de agua (ou do terceiro componente) € calculada por diferenca.

% Componente 2

Regido
Monofasica

% Componente 1

Figura 3.5: Esquema representativo de um diagrama de equilibrio.
Fonte: SILVA E LOH, 2006

Utilizando estes diagramas podemos obter em quais composicdes globais o
sistema é monofasico ou bifasico, sendo estas duas regides demarcadas por uma linha
denominada curva binodal. Também sdo representadas as linhas de amarracéo ou tie-
lines, que sdo retas que ligam pontos no diagrama que representam a composicdo das
duas fases em equilibrio. Qualquer ponto sobre essa mesma linha fornecera fases de
topo e fundo com a mesma concentracdo de equilibrio, porém com diferentes relacfes
de volumes entre as fases (SILVA e LOH, 2006).

As fases sdo regifes que possuem propriedades termodinamicas intensivas
diferentes, como densidade, indice de refracdo e composi¢do. O equilibrio das duas
fases dos SAB ndo altera a propriedade termodinamica em dimensdo temporal, ou
ainda, ndo ha troca resultante de matéria entre as fases.

No SABs as fases estdo separadas por uma interface que € a regido na qual as
propriedades termodindmicas intensivas de cada fase transitam para valores diferentes,

sempre tendendo para o valor daquela propriedade no seio para a condi¢do de equilibrio
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entre as fases (CARVALHO, 2004). A outra particularidade dos diagramas de fases é o
ponto critico (P¢), onde as propriedades fisico-quimicas das duas fases sdo teoricamente
iguais (ALBERTSSON, 1986).

O comprimento da linha de amarracdo (usualmente referido como TLL) é um
importante pardmetro termodindmico, geralmente utilizado como variavel determinante
dos processos de particdo. De acordo com Malpiedi et al. (2009), o aumento da TLL
ocasiona uma diminuicdo do volume livre na fase de fundo do sistema, promovendo a
particdo da biomolécula para a fase de topo. Segundo Silva et al. (2006), 0 comprimento

da linha de amarracdo pode ser calculado por meio da equacao 3.1.

TLL = [(AC)* + (AC2)4*? (3.1)

onde: AC; e AC; sdo as diferencas de concentragdo do componente 1 e 2 entre as fases,

respectivamente.

A distribuicdo desigual da biomolécula entre as duas fases é resultante de um
intrincado e delicado balango de interacGes entre a biomolécula e as outras espécies
(polimeros, agua e/ou sais inorganicos) presentes nas duas fases que coexistem em
equilibrio (LUECHAU et al., 2010). A distribuicdo de biomoléculas entre as fases
aquosas dos SAB é caracterizada por um parametro denominado coeficiente de particéao,

K, definido como:

K=Cr (3.2)
Cr

onde: Ct e Ck sdo, respectivamente, as concentracdes da proteina nas diferentes fases

(T=topo ou F= fundo).

Além disto, propriedades importantes das fases também contribuem nesta
distribuicdo, como a natureza quimica dos componentes formadores do SAB, a massa
molar e concentracdo dos polimeros, a presenca de ligantes ao longo da cadeia
polimérica que possam interagir especificamente com a biomolécula, pH, temperatura e
a adicdo de sais inorganicos (CHAIWUT et al., 2010).

Entretanto, 0s mecanismos que governam a particdo de materiais bioldgicos ainda
ndo sdo entendidos por completo. Para numerosos investigadores a particdo de

biomoléculas em sistemas aquosos bifasicos pode ser descrita com base na repulsao
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entropica (log Ks), interagdes eletrostaticas (log Ke) e hidrofobicas (log Kyy), e a forga
motriz eletroquimica proveniente do sal do sistema, onde o total da particdo (K ) €
dada por (JOHANSSON et al., 2008):

log K ot = log Ks + log K¢ + log Kpy + 109 Kgait (3.3)

A adicd@o de novos sais e a variacdo do pH e temperatura tém sido alternativas que
podem influenciar a particdo das biomoléculas. A adi¢do de sais como por exemplo o
NaCl, pode aumentar a diferenca de hidrofobicidade entre as fases devido a diminuicéo
da quantidade de &gua a superficie.

A exposicdo das partes hidrofobicas das superficies das biomoléculas promovera
interacdes entre fase hidrofobica do polimero, aumentando assim o coeficiente de
particio (ROSA et al,. 2010). E ainda a caracteristica hidrofobica da biomolécula
também pode correlacionar o aumento da migracao para a fase de topo (CHAIWUT et
al., 2010).

As concentracdes de sal e alcool produzem um efeito sobre a solubilidade do
composto alvo na fase rica em alcool e na fase rica em sal, alterando a composicéo do
solvente de ambas as fases. O efeito salting-out dos sais pode levar a exclusédo de
pequenas moléculas de alcool misciveis em agua. A substancia com alta hidrofobicidade
é mais facil de ser excluida da fase rica em sal para a fase rica em alcool. O efeito do
salting-out, é a forca motriz para a formacdo do SAB e a particdo desigual do alvo.
Portanto, a biomolécula alvo pode particionar-se para a fase rica em alcool, na sua
forma catidnica hidrofilica (WANG et al., 2010).

Ooi et al. (2009), descreveram que com adicdo de NaCl cria-se um potencial
eletrostatico que particiona fortemente a biomolécula para a fase de topo e melhora a
sua recuperacdo. Em oposicgéo, estudos realizados por Yang et al. (2010) mostraram que
0 aumento da concentracdo do NaCl em sistema aquoso bifasico, composto por 27% de
PEG 1000 e 13% de NaH,PO,, ndo foram significantes na particdo de esterase.

Muitos pesquisadores investigam a correlagdo do pH em sistemas aquosos
bifasicos. A concentracdo hidrogenionica afeta a transferéncia dos aminoacidos, porque
estes contém uma elevada variedade de grupos acidos e basicos com diferentes pKa,
resultando em cargas elétricas que sdo fungdes dos valores de pH. Esta densidade de
carga elétrica na superficie dos aminoécidos pode modificar sua conformagdo, bem

como processos de associacdo ou dissociacdo entre as macromoléculas presentes no
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sistema podem ocorrer. Todos estes processos que ocorrem com 0 aminoacidos
modificam sua interagdo com os componentes do sistema bifasico, alterando seu
comportamento de particdo. O pH também pode modificar a composicao das fases dos
SAB, seja a posicdo da linha binodal ou o comprimento das TLL (SILVA e LOH,
2006).

Também tem sido observado por outros autores o aumento do coeficiente de
particdo com o aumento do pH para algumas biomoléculas, como por exemplo:
antibidticos (WANG et al., 2010), cafeina (WILLIAMS et al., 2010) e triptofano
(TOME et al., 2009). Para Saravanan et al. (2008) o pH pode afetar o coeficiente de
particdo, pela alteracdo da carga do soluto ou outras espécies presentes no sistema.

O efeito da temperatura no SAB varia de acordo com o tipo dos componentes.
Sistemas PEG e dextrana quando submetidos a temperaturas elevadas necessitam de
uma maior concentracdo dos polimeros para que haja a separacdo das fases, por este
motivo este tipo de sistema normalmente é submetido a temperaturas inferiores a
ambiente. Enquanto que para o sistema PEG / sal o aumento da temperatura favorece o
aumento da concentracdo do PEG na fase de topo, e consequentemente, ocorre a
reducdo da concentracdo do polimero na fase de fundo (PESSOA-JUNIOR, 2005). De
acordo com Coimbra et al. (2003), sistemas cuja composicdo se aproxima do ponto
critico sdo mais afetados por mudancas de temperatura, devido a instabilidade inerente a
regido do ponto critico.

A influéncia da temperatura nos sistemas aquosos bifasicos tem relacdo direta
com o tipo de biomolécula que serd empregada. Segundo Lima (2002), enzimas quando
submetidas a temperatura elevadas nos sistemas aquosos bifasicos podem sofrer
deterioracdo das suas estruturas secundarias e terciarias, levando a desnaturacdo. Neste
caso as ligacdes covalentes sdo quebradas e eventualmente toda a estrutura € destruida,
seguindo-se da agregacdo das mesmas. Para Saravanan et al. (2008) o efeito da
temperatura € um fator muito importante na particdo de aminoéacido, todavia a sua
influéncia também estd relacionada com a composicdo do sistema, podendo ser
constituido por polimero (GREVE e KULA, 1991), liquido iénico (DOMINGUEZ-
PEREZ et al., 2010) e alcool (OOl et al. (2009). Sob este enfoque ainda ndo foram
relatados estudos avaliando a influéncia temperatura destes sistemas para tirosina,

triptofano, tetraciclina e cafeina.

30



Capitulo 4

4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos o0s materiais utilizados, bem como as
metodologias empregadas para o desenvolvimento do trabalho. Estes estudos
experimentais foram realizados nos Laboratdrios de Pesquisa em Alimentos do Instituto
de Tecnologia e Pesquisa (ITP), situado no campus Aracaju-Farolandia da Universidade

Tiradentes.

4.1. Materiais

O metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, fosfato de potassio tribasico (K3POy,),
fosfato de potassio dibasico anidro (K;HPO,) e fosfato de potassio monobasico anidro
(KH,PQO,) foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). A cafeina (pureza
nominal de 98,5 %) foi obtida da Sigma-Aldrich, Tirosina (> 99,5%) e o Triptofano (>
99,0%) foram fornecidos pela Fluka e a Tetraciclina (95-100%) foi obtida junto a DEG
Farmaceutica (Sao Paulo-SP, Brasil). Todos os produtos quimicos citados anteriormente
foram de grau analitico. Agua destilada e deionizada foi utilizada em todo o

experimento.

4.2. Diagrama de Fases

Os diagramas de fases dos sistemas ternarios foram formados usando solucdes
aquosas de alcodis (metanol, etanol, 1-propanol e 2-propanol) a 80% (p/p) e de sais de
fosfato de potéssio (K3PO4, KoHPO,4 e tampdo KH,POL/K,HPO,) a 40% (p/p). Estes
sistemas foram construidos a 298,15 K e a pressdo atmosférica, pela aplicacdo do
método da turvacdo e método turbidimético (ALBERTSSON, 1986). A solucdo de
tampéo fosfato (pH 7,0) foi formada pela relagdo entre os sais de fosfato de potassio
KH,PO./K,;HPO, equivalente a 1,087. Deste modo para o diagrama de fases na solucao
alcodlica foi adicionado, sob agitacdo constante, gota a gota a solu¢do aquosa do sal de

fosfato de potéssio até ocorrer a turvacao (solucdo bifasica), em seguida foi adicionada
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gotas de &gua até o desaparecimento da turvacdo (solucdo monofasica), procedimento
que foi repetido continuamente. Assim a composi¢cdo do sistema ternario foi
determinada pela quantificacdo méssica de todo os componentes com uma precisao de +
10*g.

As linhas de amarracao (tie lines — TL) foram determinadas utilizando o método
gravimétrico originalmente aplicado por Merchuck et al. (1998). Em um tubo de
centrifuga com rosca para vedacdo (para evitar a volatizacdo do alcool), foram
adicionados os componentes formadores do sistema de modo que 0 ponto de mistura
estivesse localizado na regido bifasica do diagrama de fases. A mistura foi preparada
por agitacdo vigorosa, e em seguida deixada em repouso por no minimo 18 h a 298,15
K e pressdo atmosférica para atingir o equilibrio. Apos esta etapa, as fases de topo e
fundo foram separadas, recuperadas e pesadas. Cada TL foi determinada pela aplicacdo
da regra da alavanca para a relacdo entre a composicdo de massa na fase de topo e a
composicdo global do sistema. Para esta proposicdo a curva experimental da
solubilidade foi correlacionada usando a equagéo (4.1):

Y = A exp[(BX®®) — (CX*)] (4.1)
onde Y e X sdo, respectivamente, as porcentagens em peso de alcool e sal, e A, Be C
sdo constantes obtidas por regressao.

A determinacdo da composicdo da TL foi realizada resolvendo o seguinte
sistema de quatro equacoes (4.2) a (4.5) para valores desconhecidos de Y, Yg, X7, Xg.

Yr = A exp[(BX;") — (cx3)] (4.2)
Yy = A exp[(BX2®) — (cx3)] (4.3)
Yr = (Y /o) — (1 — ) /)Yy (4.4)
Xp = (Xy/a) — (1 — a)/a)Xg (4.5)

onde os subscritos M, T e B, respectivamente, denotam a mistura, a fase de topo e a fase
de fundo. O valor de a ¢ a razdo entre a massa da fase de topo e a massa total da
mistura.

Para o calculo do comprimento da linha de amarracéo (tie lines lengths - TLL)

foi utilizada a equacéo (4.6):

TLL= +/ (Xp —Xg)? — (Yp — Yg)? (4.6)
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Para todos os casos estudados a fase de topo é a fase rica em alcool e a fase de

fundo aquela rica em sais de potassio.

4.3-Extracgdo das Biomoléculas em Sistema Aquoso bifésico

A particdo das biomoléculas (tirosina, triptofano, cafeina e tetraciclina) foi
preparada em tubos de centrifuga de 15 mL providos de tampas de vedacdo para
previnir a vaporizacdo dos alcoois. Quantidades adequadas dos componentes dos
sistemas alcoois e sais de fosfato de potassio para perfazer uma solucao de concentragédo
de 40-60 % (p/p) e 10 - 20% (p/p), respectivamente, foram pesadas e sobre elas foram
adicionadas uma soucdo aquosa das biomoléculas - tirosina, triptofano, cafeina e
tetraciclina, de forma a se ter uma concentragdo total de biomolécula de 10 mg/L para
uma masssa total do sistema de 14,0 g. Depois de uma homogenizacdo completa por
agitacdo vigorosa, cada sistema foi centrifugado a 3000 x g por 10 min, para induzir a
separacgdo das fases, e em seguida deixado em repouso por no minimo 18 h para atingir
o equilibrio.

ApoOs este tratamento, ambas as fases tornaram-se claras e transparentes e a
interface bem definida. As fases foram cuidadosamente separadas com auxilio de uma
pipeta para a fase de topo e uma seringa com uma agulha longa para a fase de fundo, e
em seguida foram determinados os volumes de cada fase. As temperaturas avaliadas
foram entre 278.15 K a 308.15 K.

O coeficiente de particdo (K) foi definido como a relagdo entre as concentracdes
das biomoléculas na fase de topo e fundo. A fim de avaliar o processo de extragdo, a
razdo volumar (R,) e a eficiéncia da extracdo das biomoléculas (E -%) foram calculados

de acordo com Souza et al. (2010), e apresentados nas equacdes (4.7) a (4.9).

—Lr

K= (4.7)

V.
R,=— (4.8)

Vi

KXR
E=100x (—'“) (4.9)
1+KxR,

onde: C ¢ a concentragdo das biomoléculas,V é o volume, E a eficiencia de extracdo e T

e F correspondem as fases de topo e fundo, respectivamente.

33



A otimizacdo da particdo das biomoléculas foi iniciada com o estudo do efeito
dos tipos de &lcoois e sais de fosfato de potdssio empregado, nesta fase elegeu-se a
combinacdo de pardmetros que propiciava a migracdo da molécula ou para a fase rica
em alcool (K>1,0) ou para a fase rica sem sal de fosfato de potéssio (K<1,0). Em
seguida variou-se as concentracfes do sal de fosfato de potassio escolhido (10 a 20 %,
p/p), do alcool elegido (40 a 60 %, p/p), da temperatura de extracdo entre 278,15 a
303,15 K, da adicdo de eletrdlitos com variacdo dos cétions (BaCl,, CaCl,, MgCl,, LiCl,
NaCl e KCI) e dos anions (NaSCN, Nal, NaBr, NaNOj3, NaCl, Na;HPO,, Na,SO, e
NaF) na concentracdo de 0,1 % (p/p) e em seguida estudou-se a concentracdo de
eletrolitos, usando NaCl (0,5 a 5,0 %, p/p).

4.4-Determinacdo da Concentragdo das Biomoléculas

A determinacdo das concentragdes das biomoléculas nas fases do sistema
estudados foi realizada por meio de espectroscopia UV-Vis, utilizando o aparelho
Varian Cary-50 Espectrofotdmetro UV-visivel Bio, em comprimentos de onda definidos
por meio da maxima absorcao (L-tirosina - 270 nm, L-triptofano — 280 nm, tetraciclina
— 275 nm e cafeina - 275 nm). Curvas de calibracdo, para cada biocomposto, foram
previamente determinadas. Na verificacdo da interferéncia dos sais inorganicos e dos
alcodis foi utilizado o método analitico da verificagdo de sobreposicdo de picos de

absor¢do méaxima no espectro de varredura na regido do UV-Vis.

4.5-Determinacéo das Fungdes Termodinamicas

As variacdes da energia livre de Gibbs (AG°), da entalpia (AH®n) e da entropia
(AS°n) associadas ao coeficiente de particdo das biomoléculas foram determinadas por
meio da equacdo de Vant” Hoff em diferentes temperaturas (278,15 a 308,15 K), de

acordo com as equacdes (4.10) e (4.11):

AHZ 1 AS?

o _AHR 1 asp (4.10)
R T R

AGS = AHZ — TAS® (4.11)

onde T é a temperatura (Kelvin) e R € a constante dos gases ideais.
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Capitulo 5

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos no desenvolvimento da
dissertagdo. Primeiramente foi abordada a influéncia dos constituintes dos sistemas
aquosos bifasicos nas determinacdes analiticas das biomoléculas, de forma a validar os
métodos analiticos de quantificagdo das biomoléculas. Na sequencia os diagramas de
fases para todos os sistemas sdo apresentados, inclusive com os parametros de ajuste do
modelo matematico para a curva binodal, bem como algumas linhas de amarracéo para
cada sistema. Uma vez determinadas as regides bifasicas, foram realizados
experimentos para otimizar as melhores condi¢des para a extracdao das biomoléculas (L-
tirosina, L-triptofano, tetraciclina e cafeina).

5.1 Influencia dos constituintes do SAB nas determinacdes das biomoléculas

Para avaliar a influéncia dos constituintes do sistema aquoso bifasico na
determinacédo de biomoléculas, foi realizada uma varredura no espectro UV-visivel para
as solucgdes aquosas dos alcodis e sais de fosfato de potassio a 40% (p/p), bem como de
solucdo aquosa das biomoléculas (40 mg/L), como mostra a Figura 5.1. Observou-se
primeiramente que 0s comprimentos de onda que garantem a maxima absor¢do foram
270 nm para a L-tirosina, 280 nm para o L-triptofano, 275 e 355 nm para a tetraciclina e
275 nm para a cafeina. Os valores encontrados na literatura para o comprimento de onda
de maxima absorcdo de L-tirosina foi 270 nm (ZAIA et al., 1998), para o L-triptofano
foi de 287 nm (TOME et al., 2010), para a tetraciclina foi 269 e 356 nandmetros
(MEDINA et al., 2000) e para a cafeina o0 comprimento de onda foi 274,7 nm (BELAY
et al., 2007). Para a tetraciclina a ocorréncia de dois picos de absor¢do € decorrente da
complexidade da estrutura molecular da biomolécula, comumente o comprimento de
onda utilizado é 356nm, como descrito por Medina et al. (2000). Os valores

encontrados para as demais biomoléculas estdo de acordo com a literatura.
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Para todos os casos ndo foi observada nenhuma interferéncia dos componentes
do sistema na quantificagdo da concentracdo das biomoléculas, sendo que o valor da
absorbancia encontrado para a biomolécula é maior que 90% do valor encontrado para

0s constituintes do sistema.
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Figura 5.1: Espectro de absorcdo dos constituintes do sistema e da solugéo de

biomoléculas (40 mg/L) (A-cafeina, B-Tirosina, C-Triptofano e D-Tetraciclina).

5.2- Diagrama de Fases

A capacidade de formacdo de sistemas aquosos bifasicos formados por alcodis
(metanol, etanol, 1-propanol e 2-propanol) e sais de fosfato de potassio (K3PO,,
K,HPO,, e tampéo fosfato K;HPO4/KH,PO,) foram analisados no presente estudo. Os

diagramas de fase foram determinados a 298,15 K a pressdo atmosférica. Os dados de
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fragdo massica para todos os sistemas investigados sdo apresentados nas Tabelas Al a
A5 do Anexo A. Os diagramas de fases, apresentados nas Figuras 5.2 e 5.3, podem ser
avaliados por diferentes critérios, observando o efeito do alcool enquanto é mantido o
tipo do sal de fosfato de potassio, ou averiguando a influéncia do sal inorganico na
formacéo das fases para cada alcool. A discussdo foi realizada utilizando unidades de
molalidade para evitar discrepancias no comportamento do diagrama de fases, 0s quais
sdo um resultado direto das diferencas das massas moleculares dos constituintes.

De acordo com a Figura 5.2, é possivel concluir que os alcodis com cadeia
alquilica mais longa tém, em geral, maior habilidade para formar SAB. A facilidade de
formagéo de fases segue a tendéncia 1-propanol (97,2 °C) > 2-propanol (82,3 °C) >
etanol (78,3 °C) > metanol (64,6 °C). O que esta de acordo com a diminui¢do do ponto
de ebulicdo do alcool (expresso entre parénteses).

E bem conhecido que a solubilidade de um alcool alifatico em &gua depende do
comprimento da cadeia alquilica, e decresce com o aumento do nimero de atomos de
carbono (VENTURA et al., 2012). Geralmente, os solventes com maior hidrofobidade
tém uma menor capacidade para serem dissolvidos em &gua, assim, podem ser
facilmente excluido para a fase oposta (rica em alcool). Portanto, alcodis com uma
baixa afinidade pela 4gua sdo facilmente separados do meio aquoso pela adi¢do de sais
inorganicos (efeito do salting-out), ou seja, quanto maior a cadeia alquilica maior a
hidrofobicidade e consequentemente, maior a facilidade de formacdo de sistemas
aquosos bifasicos. Para os sistemas constituidos por K,HPO, e K3PQO,4, 0 alcool com
uma cadeia alquilica ramificada como o 2-propanol, é menos efetivo na formacdo de
sistemas liquido-liquido, quando comparado com o is6émero 1-propanol. Estes
resultados estdo de acordo com a literatura (WANG et al., 2010; GREVE e KULA,
1991) onde se mostraque essa tendéncia pode ser explicada pela maior hidrofobicidade
do 1-propanol, a qual é confirmada pelo maior coeficiente de parti¢cdo octanol-agua que
é da ordem de 1,78 quando comparado com o valor deste pardmetro para o 2-propanol
que é 1,12 (OLIFERENKO et al., 2004).
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Figura 5.2: Representacdo do diagrama de fases para os sistemas formados por
diferentes alcoois: metanol - [, etanol - M, 1-propanol - @e 2-propanol - O e

diferentes sais inorganicos: KzPO, (a), K;HPO, (b) e KH,PO4/K,HPO, (C).
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Segundo Wang et al. (2010) também deve ser pontuado que, de forma geral, a
separacgdo de fases é governada pela competicdo das interacfes alcool-agua e sal-agua,
as quais ainda néo sdo suficientes para explicar o comportamento da formacao das fases.
Provavelmente a capacidade dos alcodis utilizados promoverem a formacéo de fases
esta correlacionada com a atuacdo das interacGes entre as moléculas dos alcoois, e com
seu ponto de ebulicdo. As forcas que estabilizam as interacGes entre as moléculas dos
alcodis também sdo cruciais no comportamento de formacdo das fases. A diferenca de
temperatura (15 °C) no ponto de ebulicdo dos isdmeros 1-propanol e 2-propanol reflete
no aumento da capacidade do 1-propanol estabilizar as forgas de van der Walls, e assim
facilita a excluséo deste alcool da fase rica em sal para a fase rica em alcool (WANG et
al., 2010). Este mesmo argumento pode ser utilizado para explicar a pequena diferenca
na capacidade de formacdo dos sistemas aquosos bifasico para etanol e 2-propanol
correlacionada com a pequena diferenga dos pontos de ebulicdo destes componentes

(4,0 °C), caracterizando sistemas com similar interacdes ente as moléculas do alcool.
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A influéncia dos trés sais de fosfato de potassio na formacdo do sistema aquoso
bifasico pode ser avaliada pelos diagramas de fase (Figura 5.3). O decréscimo na
capacidade dos sais de fosfato de potéssio em promover a separacdo de fases segue a

seguinte ordem:

metanol: K;HPO4/KH,PO, > K3PO,4 > Ko;HPO,
etanol: KsPO,4 =~ K;HPO4/KH,PO4 > Ko;HPO,
1-propanol: K3PO, > K;HPO, > K;HPO4/KHLPO,
2-propanol: K3PO, =~ K,;HPO,4 = Ko;HPOL/KHLPO,

A capacidade dos sais inorganicos em promover a separacdo de fases ja foi
investigada como parte de diferentes sistemas ternarios (VENTURA et al., 2011;
VENTURA et al., 2012), Em geral, o efeito desses sais inorganicos segue a série de
Hofmeister K;PO, > K,HPO, > K,HPO,KH,PO, (VENTURA et al., 2011). No
entanto, esta tendéncia s6 foi verificada para sistemas compostos por 1-propanol, nos
demais sistemas a posi¢cdo do tampéo fosfato variou, contudo é possivel confirmar a alta
capacidade de separacdo de fase do K3PO,. Este comportamento é corroborado com
dados da literatura e esta relacionada com a idéia de que anions com forte habilidade de
induzir efeito salting-out como PO,> e HPO,*, exibem uma forte capacidade para criar
um complexo de hidratacdo com a agua excluindo o alcool para a outra fase, e desta
forma, favorecendo a formacao de SAB (HE et al., 2005). Também de acordo com a
literatura, os sais utilizados na solucdo tampdo (K;HPO,/KH,PO,) ttm uma menor
capacidade para a formacdo de SAB, devido a presenca de KH,PO, que tem habilidade
de induzir o efeito de salting-in.

O KH2PO4 néo é capaz, por si s0, de promover a formacdao SAB com alcodis, no
entanto, neste trabalho, o comportamento "normal” da solucdo tampdo fosfato foi
detectado apenas para o sistema contendo 1-propanol. Na tentativa de explicar este
comportamento, 0 pH de ambas as fases, topo e fundo de cada sistema, foi medido
(Tabela 5.1). Observou-se que o valor de pH foi influenciado pelo sal e que a adicdo de
alguns destes alcoois em solugdes aquosas do tampédo fosfato de potéssio é responsavel
pela destruicdo da condicdo de tampéo, haja vista que o valor de pH esperado pela fase

foi significantemente diferente. A condigdo tampé&o foi perdida na maioria dos sistemas,
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com a excecdo do sistema constituido por 1-propanol. Assim, para os sistemas ternarios
compostos por K;HPO4/KH,PO, e 0s alcodis metanol, etanol e 2-propanol, o efeito ndo
é governado pela forca i6nica do tampdo fosfato e respectivas interacdes, mas é
induzido pela presenca de dois tipos diferentes de sais inorganicos, K;HPO, e KH,PO,
como espécies idnicas individuais, as quais migram diferentemente entre as fases do

sistema.

Tabela 5.1: Os valores de pH das fases de topo (T) e fundo (B) para os sistemas
de alcool +agua + sal inorganico, a 298 K e a pressdo atmosférica utilizados na extracao

de biomoléculas.

Sistema ternario pH (T) pH (B)

metanol 12,79 13,20

etanol 12,80 13,22

KsPO,

1-propanol 12,38 12,69

2-propanol 12,61 12,83

metanol 10,34 9,76

etanol 9,78 9,52

K;HPO,

1-propanol 9,69 9,01

2-propanol 9,85 9,15

metanol 8,68 8,99

etanol 7,70 8,01

K,HPO,/KH,PO,

1-propanol 7,88 7,64

2-propanol 8,08 7,31

Os SAB formados por alcodis e solucdo tampéo fosfato de potassio ndo foram
encontrados na literatura, por esta razdo uma comparacdo entre os resultados
encontrados neste trabalho e os da literatura ndo foi possivel de ser realizada.
Evidentemente, a utilizacdo destes sistemas ternarios para fins de extracdo deve ser
cuidadosamente analisada, principalmente quando o valor de pH ndo seja proximo da
neutralidade e em sistemas formados por metanol, etanol ou 2-propanol.

As curvas binodais experimentais descritas anteriormente foram correlacionados
utilizando o ajuste matematico originalmente descrito por Merchuck et al. (1998), por
meio da aplicacdo da equacdo (4.1). Os parametros da regressdo A, B e C, 0s
respectivos desvios padrdes (o), e os coeficientes de correlacio (r?), estdo apresentados

na Tabela 5.2. Também foram determinadas as linhas de amarracdo (tie lines — TL) e 0s
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respectivos comprimentos das linhas de amarragédo (tie lines lengths — TLLsS), cujos
valores estdo apresentados na Tabela 5.3, juntamente com as composicOes do sal
inorganico e de alcool no ponto de mistura (M) e nas fases de topo (T) e fundo (B).

Tabela 5.2: Parametros de correlagdo da equacdo (4.1) e seus respectivos
desvios padrdes usados para descrever a curva bimodal para o sistema ternario
alcodlico.

Sistema ternario Parametros de Regressao

Alcool Sal Inorgénico Axo Bto Cxo
KsPO, 1056 £2,0  -0,304+ 0,010 2,3x107°+2,1x10°  0,9981
metanol K,HPO, 109,3+32 -0,315£0,014 6,2x10™+3,2x10°  0,9967
KH,PO/K;HPO,  1622+58 -0,592+0,023 1,5x10™°+6,0x10°  0,9988
KsPO, 91,0+25  -0,359+0,016  2,1x10°+3,5x10°  0,9985
etanol K,HPO, 112,448  -0,462+0,027 1,2x10%+2,1x10°  0,9923
KH,PO,/K;HPO,  1088+1,9 -0,362+0,011 8,8x10™£5,6x10°  0,9990
KsPO, 2195+£10,0 -0,774£0,027 4,3x10™%£4,6x10°  0,9958
1-propanol KzHPO, 1354+10,2 -0,620£0,027  1,5x10™°+9,7x10°  0,9973
KH,PO,/K;HPO,  2188+6,5 -0,708+0,013 2,4x10™+7,3x10°  0,9960
KsPO, 146,7+2,9 -0,466+0,010  7,7x10°+1,9x10°  0,9986
2-propanol K,HPO, 170,7+4,3  -0,554+0,013  8,4x10°+6,7x10°  0,9988
KH,PO/K,HPO,  128,1+4,9 -0,470+0,021 1,9x10™+1,2x10°  0,9939

As Figuras 5.4 a 5.6 apresentam as curvas binodais e linhas de amarracdo para
o0s sistemas ternarios utilizados neste trabalho. As informac@es das linhas de amarracdo
sdo cruciais para 0 processo de extracdo de qualquer composto usando 0s sistemas
propostos. Usualmente, as concentracbes dos alcodis e sais usados para formar o0s
sistemas bifasicos aumentam, assim o comprimento da linha de amarracdo aumenta e a
composicao das fases de topo e fundo ficam cada vez mais diferentes (NEVES et al.,
2009; SALABAT, 2001). Nos resultados apresentados para o sistema metanol +
K,HPO, + &gua, a composicao total do sistema ndo tem um efeito significativo sobre a
inclinacdo da TL, o que implica que as TL sdo quase paralelas uma a outra. Em outros
casos, por exemplo, para o sistema ternario 2-propanol + K3PO, + agua, os resultados
indicam que para TLL curtas, as TL foram aproximadamente paralelas, enquanto que
para TLL longas, a inclinagdo da linha de amarragdo comecou a variar. Estes desvios
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nas inclinacbes das TL estdo de acordo com a literatura (PEREIRA et al., 2010) e foram
relacionados com o fato de que, nos TLL longos, a fase rica em sal € cada vez mais
livres do &lcool.

Tabela 5.3: Composigdes experimentais das fases em peso para TLS e seus
respectivos comprimentos de linha (TLLS) e suas respectivas composi¢coes topo (T) e fundo
(B) fase de alcool (Y) e fase do sal (X), a 298.15 K.

Sistema ternario 100 x Composicao da Fragéo massica%o, (p/p)
TLL

Alcool Sal Inorganico Y Xm 'z X+ Yg Xg

3492 20,07 4644 732 1453 4265 4761
4195 2608 6647 232 1083 5623 7747

3833 1913 5565 459 1560 3820 52,28

K,HPO,

metanol 4481 2483 7092 1589 1059 54,89 80,31
3995 19,95 5193 370 1,04 7277 8579

KH,PO,/K,HPO, 3065 1527 3939 571 299 4552 5394

2494 1495 30,38 800 342 4249 4377

K4PO,

29,92 1495 4252 449 1217 29,70 39,45

K3PO, 3481 2052 60,74 1,27 8,10 40,35 65,56
29,65 20,44 5330 2,22 9,62 3587 55,14
2484 1487 3348 6,86 9,15 2943 33,19
etanol K,HPO,

3501 1984 5934 191 573 41,40 66,58
39,92 1997 5773 3,06 843 49,88 67,98

KH,PO,/K,HPO,
4502 19,94 66,09 190 807 5158 76,39
4081 1498 8395 154 247 3361 8757
K4PO,
30,03 1497 7209 207 561 2246 6954
19,99 1499 5556 2,06 9,10 1895 49,43
. K,HPO
1-propanol 2rie 21,04 1904 6536 138 609 2500 63,80
2005 2003 5294 402 549 2712 5277
KH,PO,/K,HPO,
2504 20,41 5813 351 425 31,03 60,50
3052 1972 6301 329 892 30,64 60,61
K;PO, 3427 20,72 7138 239 7,10 3414 71,69
2491 20,14 5399 4,60 1071 27,72 49,07
2-propanol 29,87 1495 50,74 4,79 9,49 24,86 45,87
K,HPO,
4991 1504 77,55 203 394 3668 81536
3489 2494 4853 426 221 7451 84,15
KH,PO,/K,HPO,

25,06 1498 41,18 582 1513 20,62 29,96
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Além disso, o aumento das concentracGes de sal ou alcool também promove o
aumento na divergéncia de fase (WANG et al., 2010). Assim, a particdo de moléculas
em SAB depende da TLL

hidrofilicidade/hidrofobicidade das fases. Uma vez que a preferéncia de soluto para uma

comuns reflete

considerada, 0 que na
fase em relacdo ao outro € aumentado pelo incremento na diferenca de polaridade das
fases polaridades (geralmente descrito pela TLL), a preferéncia de fase entre um dado
precursor e o produto, em uma determinada reacdo, pode ser ajustada simplesmente por

meio do controle da composic¢éo do sistema aquoso bifasico (WILLAUER et al., 2002).

Fragdo

massica do Fragdo mdssica do

metanol x 100 (a) etanol x 100 /p/p% (b)
Infp%
80,0 80,0
700 700
60,0 1 600
50,0 1 50,0 1
40,0 - 40,0 1
30,0 1 30,0 1
20,0 1 20,0 1
10,0 10,0 1
0,0 0,0
0,0 100 200 300 400 500 600 70,0 80,0 900 1000 0,0 100 200 300 400 500 600 70,0 80,0 900 100,
Fragdo mdssica do K,PO, x 100 /wt% Fraggo mdssica do K,PO, x 100 /p/p%
Fragdo méssica do Fragdo mdssica do
1-propanol x 100 (C) 2-propanol x 100 (d)
Iefp% Iplp%
90,0 80,0
80,0 1 700
00 {1
60,0
60,0 -
50,0 -
50,0
40,0 1
40,0
300 30,0 1
200 20,0
10,0 1 10,0 |
0,0 00 —
0,0 10,0 200 300 40,0 50,0 60,0 700 80,0 900 1000 00 100 200 300 100 500 600 700 800 900 10,

Fragdo méssica do K;PO, x 100 /p/p%

Fragdo méssica do K,PO, x 100 /p/p%

Figura 5.4: Diagrama de fase para alcool + K3PO, + 4gua em sistema ternario a

298.15 K. Onde (O) fase experimental; (>*<) TL.(a) Metanol, (b) etanol, (c) 1-propanol e
(d) 2-porpanol.
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Figura 5.5: Diagrama de fase para alcool + K;HPO, + 4gua em sistema ternario a
298.15 K. Onde (O) fase experimental; () TL.(a) Metanol, (b) etanol, (c) 1-propanol e
(d) 2-porpanol.
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Figura 5.6: Diagrama de fase para alcool + K,HPO4/ KH,PO, + agua em sistema
ternario a 298.15 K. Onde (O) fase experimental; (*) TL.(a) Metanol, (b) etanol, (c) 1-
propanol e (d) 2-porpanol.

5.3-Particéo das Biomoléculas

Os sistemas aquosos bifasicos, cujos diagramas de fase e linhas de amarracao
foram construidos e apresentados no item 5.2, foram utilizados para otimizar o processo
de particdo de diferentes biomoléculas como os aminoacidos (L-tirosina e L-triptofano),
o antimicrobiano (tetraciclina) e o alcaloide (cafeina). Os resultados para esta
averiguacédo sao apresentados nos itens abaixo.

Em todos os processos de otimizacgdo da particdo a escolha do tipo do alcool e do
sal ocorreu utilizando como ponto de mistura a composicao de alccol e sal de fosfato de
potassio de 50% (p/p) e 15% (p/p) respectivamente, a temperatura de 298,15 K. Os

experimentos foram realizados em triplicata e os desvios padrfes para os valores dos
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coeficientes de particdo e eficiéncia de extracdo encontrada para todos os sistemas

foram inferiores a 10%.

5.3.1-Aminoécidos (L-tirosina e L-triptofano)

O processo de otimizacdo da particdo dos aminoacios foram realizados
utilizando os sistemas, cujos diagramas de fase foram construidos neste trabaho. Os
resultados da particdo dos amino&cidos nos sistemas formados com os diferentes alcodis
e sais de potassio estdo apresentados na Figura 5.7.

Os processos de particdo de biomoléculas em sistemas aquosos bifasicos
formados por compostos organicos e sais inorganicos séo regidos pela hidrofobicidade
do composto organico, especificamente pelo comprimento da cadeia alquilica (nUmero
de atomos de carbono) e pelo efeito do salting-out promovido pela adicdo dos sais
inorganicos (FREIRE et al., 2010). Os resultados da particdo dos aminoacidos mostram
que o aumento da cadeia alquilica do &lcool possibilita 0 aumento do coeficiente de
particdo. Outra possibilidade de explicacdo para este efeito é a interacdo dos
aminoacidos com os alcoois formadores de sistemas, segundo Wang et al. (2010) o
aumento da constante dielétrica do alcool possibilita a maior facilidade de formacéo de
ligacGes de hidrogénio, e consequentemente maior interagcdo entre as moléculas do
alcool. Deste modo a ordem decrescente para os valores desta constante é:

metanol (33,1) < etanol (24,3) < 1-propanol (20,52) < 2-propanol (19,70).

Comparando os coeficientes de particdo dos aminoécidos entre si para cada
alcool, pode-se notar que os valores dos coeficientes de particdo para a L-tirosina sao
maiores que os do L-triptofano. Essa diferenca é decorrente do nimero de pontes de
hidrogénio que podem ser estabelecidas com os alcodis, que no caso da tirosina ocorrem
4 possibilidades de formagdo de pontos de hidrogénio, enquanto que no triptofano séo
apenas 3.

Para as extraces da L-tirosina a composi¢do do sistema com maior coeficiente
de particdo (K= 2,66) foi 2-propanol e K;HPO,, para o L-triptofano a composic¢ao do
sistema com maior Ky,= 1,26 ocorreu para 1-propanol e KoHPO,. Estes sistemas foram

os escolhidos para continuar no processo de orimizagdo da particdo dos aminoacidos.
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Figura 5.7: Influéncia do tipo de alcool (1=metanol, 2=etanol e 3 =1-propanol)
e fosfato de potéssio (A - KsPO,4, B - K;HPO, e € - K,HPO4/KH,PO, tampédo) sobre o
coeficiente de particdo dos aminoacidos usando 50%, (p/p) de alcool e 15% (p/p) o de
fosfato de potéssio em 298,15K. O simbolo aberto representa 2-propanol. [(a) L-tirosina
e (b) L-triptofano].

Apds essa determinacdo, foi mantida a concentracdo constante do alcool (50%,
p/p), para cada aminoacido e variamos a concentragdo do K,HPO, de 10,0 a 20,0%

(p/p) e os resultados sdo demonstrados na Figura 5.8.

Com o aumento da concentracdo do sal aumentou a exclusdo das moléculas de
agua para a fase de topo, devido ao efeito salting-out, e consequentemente 0s
aminoacidos foram arrastados pela migracdo da &gua para a fase de topo. Os
coeficientes de particdo atingiram valores de K=2,78 e Kyp=1,92. Também foi
observado que os valores de eficiéncia de extragdo foram elevados de 73,78% para
86,84% e de 69,70% para 76,85%, para L-tirosina e L-triptofano respectivamente
(Figura 3), Freire et al. (2011) verificou que para sistemas utilizando liquido i6nico
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([C4Amim][CF3S0s] - 40%, p/p) e carboidratos (25%, p/p) a eficiéncia de extracdo nao
exediam 50%.
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Figura 5.8: O coeficiente de particdo (#) e eficiéncia de extracdo (o) dos
aminoacidos em funcdo variacdo da concentracdo do sal (10-20%, p/p) com seu
respectivo alcool (50%, p/p) a 298.15 K. [(a)- L-tirosina, (b) L-triptofano]

A analise da influéncia da variacdo da concentracdo do alcool (40, 45, 50, 55 e
60%, p/p) sobre o coeficiente de particdo de aminoacidos foi estudada no sistema 2-
propanol/K,;HPO, (20% p/p) para a L-tirosina e no sistema 1-propanol/K,;HPO, (20%,

p/p) para o L-triptofano (Figura 5.9).

Observou-se efeitos antagdnicos na particdo dos aminoécidos, com o aumento da
concentracdo do alcool promoveu uma diminuicdo do coeficiente de particdo da L-
tirosina e das eficiéncias de extracdo, enquanto que para o L-triptofano ocorre um sutil
aumento do coeficiente de particdo e da eficiéncia de extracdo. Com o aumento da
concentragdo do alcool no sistema ocorre uma desidratagdo da fase de fundo,
favorencendo a migragédo do L-triptofano para a fase de topo.
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Figura 5.9: O coeficiente de particdo (#) e eficiéncia de extracdo (o) dos
aminoacidos em funcdo variacdo da concentracdo do alcool (40-60%, p/p) com seu
respectivo sal (20%, p/p) a 298.15 K. [(a) L-tirosina, (b) L-triptofano]

A Figura 5.10 indica os resultados do estudo do efeito da temperatura (278,15-
303,15 K) sobre a extracdo dos aminoacidos, foram realizados em sistema 60% (p/p) de
1-propanol e 20% (p/p) de K;HPO, para L-triptofano e 40% (p/p) de 2-propanol e 20%

(p/p) de K;HPO, para L-tirosina.

Os resultados indicam que o aumento do coeficiente de particdo aumentou com a
temperatura, chegando a K;=3,01 para a L-tirosina e a Ky,=2,73 para L-triptofano
ambos a 303,15 K, levando a concluir que a temperatura € um parametro importante a
ser manipulado. No entanto, a elevacdo da temperatura ndo pode ser demasiada para
permitir a desnaturacdo do aminoacido, por isto neste trabalho a maior temperatura foi
de 305,15 K.
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Figura 5.10: Efeito da temperatura sobre o coeficiente de particdo (#) e eficiéncia
de extracdo (o) dos aminoacidos em funcdo da vairacdo de temperatura. [(a) L-tirosina,
(b) L-triptofano].

A fim de calcular os parametros termodinamicos de transferéncia dos
aminoacidos, tais como a variacdo da energia de Gibbs (AG°m), a entalpia (AH®y), € a
entropia padrdo molar de transferéncia (AS°m), a abordagem utilizada baseou-se na
equacdo de van't Hoff, os valores dos parametros termodindmicos séo apresentados na
Tabela 5.4. Pereira et al. (2010) averiguando o efeito da temperatura na partigdo de
triptofano em sistemas PEG-sal reportaram que este efeito é crucial na determinacéo dos

coeficientes de particdo e dos parametros termodinamicos.

Tabela 5.4: Parametros termodindmicos de particionamento dos aminoacidos
usando 2-propanol para a tirosina (40%, p/p) e K;HPO, (20%, p/p) e 1-propanol para o
L-triptofano (60%, p/p) e K;HPO4 (20%, p/p).

AH (KJ.mol)  AS (J.mol’K?!)  AG (KJ.mol™)
L-tirosina 3,40 20,21 -2,72
L-triptofano 6,54 28,87 -2,21
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A presenca de valores maximos dos coeficientes de particdo como uma fungéo
da temperatura sugere que a particdo dos aminoacidos € impulsionada por efeitos
opostos que resultam da dependéncia da temperatura, das contribuigdes energéticas e
entropicas. O sistema aquoso bifasico € um processo espontdneo (AG°, <0),
favorecendo a particdo dos aminoacidos para a fase de topo, além disso, é endotérmico
(AH°y> 0) regido por mudancas entropicas devido a T X AS°, € maior do que AH®,. Pei
et al. (2012), em sistemas formados por K,HPO, e [Cymim]Br a pH 9.3 para leucina
observaram também que o processo de extracdo era espontaneo, endotérmico e
controlado pela entropia do sistema.

Baseados nos resultados do efeito da temperatura nos SAB para os aminoacidos
utilizaram-se os sistemas 60% (p/p) de 1-propanol e 20% (p/p) de K;HPO, para L-
triptofano a 303 K e 40% (p/p) de 2-propanol e 20% (p/p) de K;HPO, para L-tirosina a
303 K, com o intuito de averiguar a influéncia da adi¢cdo de cloreto de sddio (0 a 5%,

p/p) na particdo e recuperacao das biomoléculas (Figura 5.11).
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Figura 5.11: Efeito da concentracdo de NaCl sobre o coeficiente de particdo (¢) e

eficiéncia de extracdo (o) dos aminoacidos. [(a) L-tirosina, (b) L-triptofano].
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Foi observado que apenas a L-tirosina apresenta uma pequena reducdo no
coeficiente de particdo a medida que aumenta a concentracdo de cloreto de sddio,
enquanto que para o L-triptofano a influéncia é negligenciada. As eficiéncias de
extracdo permaneceram praticamente as mesmas para estes sistemas (Figura 5,11).
Ocorrendo um efeito antagbnico descrito por Ferreira et al,.(2011), elevando a
concentragdo de NaCl como aditivo ao sistema ocorreu uma elevagéo do coeficiente de

particdo da adenosina em sistemas formados por PEG(8000) + Na,SOs.

Alguns trabalhos da literatura reportam valores de coeficiente de particdo
utilizando diferentes sistemas. A Tabela 5.5 apresenta esses valores. Observa-se que a
constituicdo do sistema é de fundamental importancia na separacdo, isto porque 0s
valores do coeficiente de parti¢do sdo bastante variados.

Tabela 5.5. Coeficiente de particao de L-triptofano em diferentes sistemas

aquosos bifésico.

Sistema K Referencia
[C4smim][CF3SO3] (40%, p/p) + 1,50 - 2,68 Freire et al., 2011
carboidratos (25%, p/p)

PEG-600 (40%, p/p) + Na,SO4 14,93 Pereira et al., 2010
(5%, p/p)

PEG-600 (40%, p/p) + Na,SO4 21,84 Pereira et al., 2010
(5%, p/p) + [C4mim]ClI (5%, p/p)

[Paaa1][MeSO4] + (23%, p/p) + 9,0 Louros et al., 2010

K3POy4 (11%, p/p)

[P4241][MeSO4] - tributi-metil-fosfonio metilsulfato

5.3.2-Antimicrobiano (tetraciclina)

Dando sequencia aos estudos, o particionamento da tetraciclina em SAB
alcool/sal também foi estudado e os resultados aparecem na Figura 5.12. Estes sistemas
foram selecionados com base em tipos de alcool (metanol, etanol, 1-propanol e 2-
propanol) e tipos de sais de fosfato de potassio (K3PO4, K;HPO,, solucdo tampédo
KoHPO4/ KH,POy),

53



0,3

0,2

o>

0,1

=

0,1

Log (Kier)

0,2
0,3
0,4

-0,5

_0:6 P
Numero de Atomos de Carbono

Figura 5.12: Influéncia do tipo de alcool (1 = metanol, 2 = etanol e 3 = 1-
propanol) e sal inorgénico (A - K3PO4, B - K;HPO, ¢ ¢ K;HPO,/KH,PO,4 tampéo)
sobre o coeficiente de particdo da tetraciclina usando 50% (p/p) de alcool e 15% (p/p)
fosfato de potassio em 298,15K. O simbolo aberto representa 2-propanol.

A tetraciclina foi particionada preponderantemente para a fase de fundo (rica em
sais de potassio) demonstrando a hidrofilicidade da estrutura, o que é confirmado pelo
valor do coeficiente octanol-agua (K,,= -1,05) para espécies de tetraciclina segundo
Herbert e Dorsey (1995). Somente os sistemas formados pelo 2-propanol para todos 0s
sais de fosfato de potassio e pelo 1-propanol com K3PO, apresentam uma timida
tendéncia de particdo da tetraciclina para a fase de topo. Como no caso dos aminoacidos
com o aumento da cadeia alquilica do alcool e a forca do sal baseado na série de

Hofmeister aumenta o coeficiente de particdo da tetraciclina.

Para as extracdes da tetraciclina nos sistemas propostos foram ponderado dois
tipos de otimizagdo: o primeiro ocorreu com o particionamento do antimicrobiano para
a fase de topo, na qual sua recuperacdo é facilitada pela volatilizacdo do alcool. O
caminho para a fase de topo foi formado pelo 2-propanol e K3PO,, devido ao maior
coeficiente de particdo (Kt = 1,64) para o ponto de mistura formado com 50% de alcool

e 15% de sal em peso.

Apo6s a determinacdo do coeficiente de particdo da tetraciclina no sistema
alcool/sal (50/15%, p/p), foi mantido a concentracdo do alcool (50%) constante tanto
para o sistema 2-popanol/ K3PO, e variou-se a concentracdo do K3;PO4 de 10 a 20% em
peso (Figura 5.13). Com o aumento da quantidade do fosfato de potassio ocorreu o
aumento da excluséo das moléculas para a fase de topo, devido ao efeito salting-out. O
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aumento da concentracdo do sal (20%, p/p) ocasionou a elevacdo do coeficiente de

particdo da tetraciclina, com valor de Ky = 2,41 e eficiéncia de 84,81%.
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Figura 5.13: O coeficiente de particdo (#) e eficiéncia de extracdo (o) da
tetraciclina em funcéo variagdo da concentragdo do sal (10-20%, p/p) com 2-propanol
(50%, p/p) a 298.15 K.

De a cordo com Han et al. (2010) a concentracdo de fosfato dibasico de potassio
favorece o aumento do coeficiente de particdo do clorofenicol em sistemas formados
com [C;mim]Cl, confirmando o efeito salting-out, ja a eficiéncia de extracdo atinge
98,5%, a0 passo que neste trabalho o valor maximo de extracdo foi de 85%. Entretanto
Mokhtarani et al. (2007) observaram que o aumento da concentragdo de sal no sistema
aquoso bifésico formado por PEG + Na,SO, + agua, aumenta a forca idnica do sistema
e consequentemente o antibidtico ciprofloxacina tem tendéncia a particionar-se para
fase de fundo rica em sal, com o coeficiente de particdo de 3,2 diminuindo para 1,5.

No processo de otimizacdo foi analisado a influéncia da variacdo de
concentracéo do alcool (40, 45, 50, 55 e 60% em peso) sobre o coeficiente de particéo e
eficiéncia de extracdo. O maior coeficiente de particdo obtido foi Ky = 2,64 com a
concentracdo de 20% (p/p) de K3PO,4, como mostra a Figura 5.14. Esta migracdo é
facilitada pela solubilidade da tetraciclina nos constituintes das fases. Segundo Wang et
al. (2010) a solubilidade da tetraciclina em alcool é maior do que em &gua, favorecendo
0 particionamento do antimicrobiano para a fase de topo, logo com o aumento da

concentracdo do alcool maior a migragcdo da biomolécula para esta fase.
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Figura 5.14: Representacdo do coeficiente de partigdo (#) e eficiéncia de extragio
(o) de tetraciclina em funcéo variacdo da concentracdo do alcool (40-60%, p/p) com
(20%, p/p) para KzPO,.

Na analise do efeito da variacdo de temperatura (278,15-308,15 K) sobre a
extracdo da tetraciclina com o sistema (60% em peso de 2-propanol e 20% em peso de
K3PO,) foram realizados os experimentos onde os resultados sdo demonstrados na
Figura 5.15. O coeficiente de particdo aumentou com a temperatura, de Ky =2,27 para

Kt = 2,74 em 308,15K para 0 sistema.
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Figura 5.15: Efeito da temperatura sobre o coeficiente de particdo (#) e eficiéncia

de extracdo (o) da tetraciclina para sistema 2-propanol (60%, p/p) e K3PO4 (20%, p/p).
Enquanto He et al. (2011) indicaram que a temperatura ndo teve influéncia
significativa sobre o comportamento de distribuicdo de esterdides, por outro lado,
Klomklao et al. (2005) relataram que a temperatura influencia grandemente a eficiéncia
da extracdo de proteinas. Isto mostra que o efeito da temperatura na extragdo depende

muitissimo da biomolécula a ser particionada. Wang et al (2010) apresenta um aumento
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de até 5% na eficiéncia de extracdo de tetraciclina quando a temperatura aumentava de
283,15 para 298,15 K, em sistemas 2-propanol — (NH4)2SOa.

A equacdo de van't Hoff foi utilizada para determinar os parametros
termodinamicos (Tabela 5.6) no processo de particdo de tetraciclina para a fase de topo.
O valor calculado AG°n, foi negativo e o valor de AH°y, positivo para o sistema
avaliado, refletindo no particionamento espontaneo, endotérmico e preferencial do

antimocrobiano para a fase rica em alcool, indicado pela K > 1.

Tabela 5.6: Parametros termodindmicos de particionamento da tetraciclina em sistema
2propanol/K3PQO4 (60/20%, p/p).

AH (KJ.mol?)  AS (J.mol’K?) AG (KJ.mol?)
2propanol/KsP04(60/20%, p/p) 5,66 25,93 -2,33

Foi observado na Figura 5.16, a influéncia da adicdo de cloreto de sddio e sua
variacdo de concentracdo no coeficiente de particdo e eficiéncia do antimicrobiano. A
adicdo de NaCl nédo foi efetiva no aumento do coeficiente de particdo de tetraciclina,

nem na eficiéncia de extracdo deste antimicrobiano.
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Figura 5.16: Efeito da concentracdo de NaCl sobre o coeficiente de particéo (#) e
eficiéncia de extracdo (o) da tetraciclina para sistema 2-propanol (60%, p/p) e K3PO,
(20%, p/p).

O outro caminho no processo de otimizagédo foi o particionamento da tetraciclina
para fase de fundo formado pelo sistema etanol e solucdo tamp&o com menor valor de
coeficiente de particdo (Kt =0,432), apés a determinacdo do Kyt no sistema alcool/sal
(50/15%, pl/p), foi mantido a concentracdo do etanol (50%, p/p) e variou-se a

concentracdo do tampdo de 10 a 20% em peso (Figura 5.17).
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Figura 5.17: Representacdo do coeficiente de partigdo (#) e eficiéncia de extragio
(o) da tetraciclina em funcéo variacdo da concentracdo do sal (10-20%, p/p) para o
sistema etanol (50%, p/p) e solucdo tampéo a 298.15 K.

Para a particdo da tetraciclina no sistema etanol 50% (p/p) e solucdo tampao
10% (p/p), foi obtido um valor de Ky = 0,39 com uma eficiéncia da extracdo de
47,89%. Isso ocorre devido a elevacao da concentracdo da solucdo tampdo que favorece
0 aumento da migracdo de moléculas para a fase de fundo, efeito também apontado por
Trindade et al., (2006).

O estudo da influéncia da varia¢do da concentracdo do etanol (40, 45, 50, 55 e
60% em peso), foi fixado o valor da concentracdo da solucdo tampédo em 10% (p/p),
sendo observada uma resposta do coeficiente de particdo. O menor valor encontrado

Kt = 0,29 com concentracdo do alcool a 60% (Figura 5.18).
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Figura 5.18: Representacdo do coeficiente de particdo (¢) e eficiéncia de extracao
(o) de tetraciclina em funcéo variacdo da concentracdo do etanol (40-60%, p/p) com
solugéo tampao (10%, p/p) a 298.15 K.
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No estudo do efeito da variagdo de temperatura (278,15-308,15 K) sobre a
extracdo da tetraciclina com o sistema contendo de etanol (60%, p/p) e de tampé&o
fosfato (10%, p/p), o valor do coeficiente de particdo foi de Ky = 0,28 a 308,15K
(Figura 5.19).
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Figura 5.19: Efeito da temperatura sobre o coeficiente de particdo (#) e eficiéncia
de extracdo (o) da tetraciclina para sistema etanol (60%, p/p) e solucdo tampéo (10%,

p/p).

Os resultados obtidos mostram que o aumento da temperatura na extracdo do
antimicrobiano favorece a diminuicdo do coeficiente de particdo da tetraciclina.
Segundo Claudio et al. (2010) a temperatura € um fator necessario para ser controlado
afim obtermos uma melhor eficiéncia. Na Linearizacdo do coeficiente de particdo e da
variagdo de temperatura (278,15 - 308,15K) do antimicrobiano foi utlizada a equagao de
van't Hoff na determninacdo dos parametros termodindmicos (AHy,, AG°n e AS°q)
demonstrados na Tabela 5.7. Segundo esses dados a parti¢do da tetraciclina para a fase

de fundo é espontanea, exotérmica e controlada por efeitos entropicos.

Tabela 5.7: Parametros termodinamicos de particionamento da tetraciclina em

sistema etanol/tampé&o (60/10%, p/p).

AH (KJ.mol) AS (J.mol'K™") AG (KJ.mol'™)
Etanol/tampdo (60/10%, p/p) -6,34 28,18 -8,69

5.3.3-Alcaloide (cafeina)

O processo de otimizacdo da particdo da cafeina foi realizado utilizando os
sistemas propostos no item 5.2, e os resultados da particdo desta biomoécula sé&o

apresentados na Figura 5.20.
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O aumento do comprimento da cadeia alquilica do alcool, ou seja, da
hidrofobicidade, leva a um aumento linear do coeficiente de particdo da cafeina. Por
outro lado a ramificacdo da cadeia alquilica promove uma elevacdo da particdo da
molécula de cafeina para a fase rica em alcool (fase de topo). Freire et al. (2012) reporta
que a interacdo da cafeina com a cadeia alquilica do liquido i6nico utilizado na
formacdo do sistema bifésico e as formacdo de pontes de hidrogénio regem na particao
da biomolécula. Comparando com os sistemas alcool-sais de potéssio deste trabalho, a
possibilidade de formacdo de pontes de hidrogénio do alcool com a cafeina nao é
alterada, entretanto a cadeia alquilica crescente desenpenham um papel primordial, o
que vem a justificar a tendencia de crescimento do coeficiente de partigdo anteriormente
comentada.

O aumento no valor do logaritimo do coeficiente de particdo com o sal de
potéssio utilizado segue a série de Hofmeister (KsPO4 > Ko;HPO,4 > Ko;HPOA/KHLPO,).
Sais extremamente cosmotropicos, tais como K3PO,, exibem uma forte capacidade de
criar uma camada de hidratacdo, excluindo a agua da fase rica em &lcool, favorecendo
desta forma o efeito de salting-out da cafeina para a fase rica em alcool (HE et al.,
2005).
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Figura 5.20: Influéncia do tipo de alcool (1=metanol, 2=etanol e 3=1-propanol) e
fosfato de potéssio (A - KsPO,, B - K;HPO, e- € K;HPO,/KH,PO, tampéo) sobre o
coeficiente de particdo da cafeina usando 50% de alcool em peso e 15% em peso de
fosfato de potassio em 298,15K. O simbolo aberto representa 2-propanol.

O efeito de exclusdo da agua é observado pelo aumento da razdo volumétrica
entre as fases com a ordem crescente da série de Hofmeister (Tabela 5.8). Freire et al.,

(2012) utilizando sistemas liquidos i6nicos sais de potéassio e sodio verificaram que o
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aumento do coeficiente de particdo da cafeina segue a série de Hofmeister, como

descrito nos resultados deste trabalho.

Tabela 5.8: Efeito do tipo de alcool e do sal de fosfato de potassio na particao de
cafeina (Kcs) usando sistemas alcool (50%, p/p) e sais de potassio (15%, p/p), a 298,15
K.

K3POq4 K2HPO, KoHPO4/KH,PO,

Alcool Ry E (%) Ry E (%) Ry E (%)
Metanol 5,8 85,8 5,2 80,8 4,8 59,4
Etanol 3,7 82,9 4,1 81,5 3,4 55,2
1-Propanol 2,2 81,0 2,3 75,2 3,2 55,6
2-Propanol 2,5 83,6 3,1 84,6 3,0 59,6

Segyundo Valko et al. (2003), o coeficiente octanol/agua para a cafeina é de
cerca de -0,07, indicando que a molécula de cafeina tem maior afinidade para a fase
aquosa. No entanto, para sais fortemente cosmotrdpicos, o efeito salting-out supera a
caracteristica hidrofilica apresentada pela cafeina. Freire et al. (2010) também relatou
que o efeito que o efeito salting-out do K3PO, promove a extracdo dos alcalGides,

incluindo a cafeina para a fase rica em liquido idnico em sistemas com K3PO,.

A eficiéncia da extracdo de cafeina seguiu a mesma tendéncia de log K, com
os melhores resultados ocorrendo com o sistema usando K3PO,. Pan et al. (2003)
reportam que sistemas de extracdo por solvente de cafeina de folhas de cha verde,
utilizando microondas sé@o influenciados pelo tipo de alcool utilizado, solu¢Bes aquosas
de alcoois possibilitam maior extracdo, e que alcoois mais polares como etanol (3,6 %
de extracdo) sdo mais eficientes que o metanol (3,3% de extracdo). Louros et al. (2010)
obtiveram valores de coeficiente de parti¢do de cafeina de Kcsr = 4,75 quando aplicaram
sistemas aquosos bifasicos formado por tributil(metil)fosfonium metil sulfato
[P4441][MeSQ].

Como se pode observar a partir dos coeficientes de parti¢cdo relatados, uma das
vantagens dos SABs aqui relatados é sua versatilidade. O sistema pode ser escolhido de
modo que a cafeina migrar para a fase rica em alcool (log K > 0), neste caso a
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recuperacdo da cafeina dar-se-4 por evaporagdo do alcool, ou para a fase rica em sal de
fosfato de potéssio (log K < 0), neste caso o objetivo serd a obtencdo de um extrato
aquoso concentrado em cafeina. A optimizacéo da recuperacdo para os dois processos é
realizada a seguir estudos dos efeitos da concentracdo de alcool, sal e temperatura em
detalhe.

A otimizacdo da extracdo da cafeina para a fase rica em alcool em sistemas
aquosos biféasios foi executada utilizando 2-propanol e K3PO,, devido ao maior
coeficiente de particdo apresentado por este sistema (Kcar = 2,036) no ponto de mistura
50 % (p/p) e 15% (p/p). Inicialmente manteve-se a concentracdo do 2-propanol e

variou-se a concentracdo do K3PO, entre 10 e 20 % (p/p) como mostra a Figura 5.21.
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Figura 5.21: Representagéo do coeficiente de particdo (¢) e eficiéncia de extracdo
(o) da cafeina em funcdo da concentracdo do K3PO,4 no sistema 2-propanol (50%, p/p)/
K3PO, a 298,15 K.

O aumento da concentracdo do K3PO, melhora a exclusdo da cafeina para a fase
de topo devido ao efeito de salting-out, na maior concentracdo deste sal (20% p/p) o
valor de K = 3,0. Entretanto, a eficiéncia da extracdo manteve-se praticamente

constante (84,0 a 85,8%), como mostra a Figura 5.21.
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Figure 5.22: Representacdo do coeficiente de particdo (¢) e eficiéncia de extracao
(o) de cafeina em funcdo da concentracdo de 2-propanol no sistema 2-propanol/KsPQO4
(20%, p/p) a 298,15 K.

Para Wang et al. (2010), quando o solvente é adequado a molécula é
particionada para a fase de topo, caso contrario acumula-se na interface das fases, o que
ndo foi observado nos experimentos. Uma vez determinada a melhor concentracdo do
K3PO,, analizou-se a influéncia da concentragdo do 2-propanol (40 a 60 %, p/p) no
coeficiente de particdo da cafeina, como mostra a Figura 5.22. Com o0 aumento da
concentracdo deste alcool promove a gradual desidratacdo da fase de fundo, causando
desta forma um desequilibrio que favorece a migracdo da cafeina para a fase rica em

alcool.

O estudo do efeito da temperatura (278,15 a 303,15 K) na extracdo da cafeina
utilizando os sistemas selecionados (60%, p/p, 2-propanol e 20 %, p/p de K3sPO,) foi
observado (Figura 5.23). Na temperatura mais alta de conducéo da extracao (303,15 K)
o coeficiente de particdo atinge Kqs = 3,42. Esse resultado sugere que a temperatura é
um parametro importante a ser manipulado, apesar do efeito na eficiéncia poder ser

praticamente negligenciavel.
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Figura 5.23: Efeito da temperatura no coeficiente de particdo (¢) e eficiéncia de

extracdo (o) da cafeina no sistema 2-propanol (60%, p/p) /K3PO4 (20%, p/p).

Os valores dos parametros termodindmicos calculados a partir da equacéo de
van’t Hoff e apresentados na Tabela 5.9, indicam que a particdo da cafeina para a fase
rica em alcool é um processo espontaneo (AG°y, < 0), endotérmico (AH°, > 0) e
governado pelas contribuicGes entrépicas, pois o valor de T x AS®, é maior que o valor

de AH,.

Tabela 5.9: Pardmetros termodindmicos de particionamento da cafeina em sistema 2-
propanol/ K3PO, (60/20%, p/p).

AH (KJ.mol)) AS (J.mol'K")  AG (KJ.mol™)
2-propanol/ KzPO, (60/20%, p/p) 5,35 27,78 -8,28

O estudo da influéncia da adicdo de eletrélito na particdo de cafeina foi realizado
por meio da variacdo da concentracdo de sais de cloro (BaCl,, CaCl,, MgCl,, LiCl e
KCI) desta forma observando o efeito dos cations mono e divalentes, e de sais de sodio
(NaSCN, Nal, NaBr, Na;HPO,, Na,SO4 e NaF), averiguando o efeito dos anions, como
mostram as Figuras 5.24.

O aumento do coeficiente de particdo segue a seguinte ordem:
Ca™ < Mg* < Na* < K* (para cations)
SCN < I' < NO5 < Br < Cl' <F < HPO,? < SO, (para anions)

A sequéncia de aumento para 0s cations segue a mesma tendéncia apresentada

por Cacace et al. (1997) para a série de Hofmeister. Para a sequencia dos anions
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também foi observada a similaridade da série de Hofmeister para anions apresentada por
Zhang e Cremer (2006). Segundo Al-maaieh e Flanagan (2002) apresentaram um estudo
de solubilidade de xantinas, como a cafeina, utilizando o coeficiente de Setschenow, e
observaram que o maior valor desta constante denotava um menor valor de solubilidade,
como ocorre para 0 NaSCN (-0,47) e valores elevados para Na,SO, (0,76) e NaCl
(0,17). Desta forma pode-se concluir que o aumento da solubilidade da cafeina em
solucdo aquosa de NaSCN permite o aumento da migracdo da cafeina para a fase de
fundo, o que se reflete no valor mais baixo do coeficiente de particdo. Na outra
extremidade solubilidades baixas da cafeina em solucdo aquosa de Na,SO, permitem
uma maior migracao da cafeina para a fase rica em alcool e desta forma o maior valor

do coeficiente de particéo.
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Figura 5.24: Influéncia da adicdo de eletrdlitos no coeficiente de particdo de
cafeina (10 mg/L) em sistema aquoso bifasico formado por 2-propanol (60%, p/p) e
K3PO, (20%, p/p) a temperatura de 303,15 K: (a) anions e (b) cations.
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Tomando-se a molécula de NaCl para estudar o efeito da concentracdo do
eletrolito, observa-se na Figura 5.25, que 0 aumento da concentragdo de NaCl permite o
aumento do coeficiente de particdo de K = 3,21 (sem adigdo de NaCl) a Ky = 3,82
com adicdo de NaCl (5,0%, p/p). Ferreira et al. (2011) estudaram o efeito de diferentes
eletrolitos na particdo de diversas moléculas, dentre elas a cafeina, em sistemas aquosos
bifasicos formado por polietileno glicol 8000 e sulfato de soédio (11,10% e 6,33%,
respectivamente). Estes observaram que o aumento da concentracdo de NaCl permitiu o
aumento do coeficiente de particdo de aproximadamente Kqs = 1,6 (sem adicdo de
NaCl) a Keis = 2,2 (com cerca de 5,0% de NaCl). Apesar do aumento do coeficiente de
particdo a eficiéncia de extragdo permaneceu praticamente inalterada (em média E =
88,58 + 0,32 %).
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Figura 5.25: Efeito da concentracdo de NaCl sobre o coeficiente de particdo (#) e
eficiéncia na extracdo (o) da cafeina para sistema 2-propanol (60%, p/p) e K3sPO4 (20%,
p/p).

No caso da otimizacdo da particdo da cafeina ser direcionada para a fase rica em
sais de fosfato de potéssio, o sistema selecionado constituia-se de metanol e tampéo
fosfato (K;HPO4/KH,PO,4) devido ao menor coeficiente de particdo (Kcs = 0,304)
apresentado quando se utilizou o pronto de mistura 50 % (p/p) e 15 % (p/p),

respectivamente.

Inicialmente variou-se a concentracdo da solucdo tampéo entre 10 e 17,5 %
(p/p). O aumento da concentracdo do tampdo favoreceu a migracdo da cafeina para a
fase rica no tampé&o e a reducdo da eficiéncia de extracdo. O menor valor encontrado foi

Kear = 0,302 com a eficiéncia de extracdo de aproximadamente 20% (Figura 5.26). Ao
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se fixar o valor da concentracdo do tampédo em 17,5% (p/p) e variar a concentracdo de
metanol no sistema (40 a 60% p/p) observou-se que o coeficiente de particdo da cafeina
diminui com a concentragdo, como menor resultado encontrado a 60% (p/p) deste &lcool
(Kear = 0,202). O aumento da concentracdo de metanol favorece a migracdo de
moléculas de agua para a fase de topo e consequentemente desidrata a fase rica em sal,
que associado ao efeito do salting-in promovido pelo KH,PO, leva a migragdo da
cafeina da fase rica em sal e provocando uma diminui¢do do coeficiente de particao
(Figura 5.27).
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Figura 5.26: Coeficiente de particdo (#) e eficiéncia de extracdo (o) da cafeina
em funcdo da concentracdo da solucdo tampdo no sistema metanol (60%, p/p)/ solucédo
tampé&o a 298,15 K.

A eficiéncia de extracdo seguiu a mesma tendéncia do coeficiente de particdo, 0s
menores valores foram de aproximadamente 20%. Jun (2009) também observou que o
rendimento da extracdo da cafeina decresce com o aumento da concentracdo de etanol
de 50 para 100% (p/p) de 4% para 1,5%, em sistemas a alta pressdao 500 MPa aplicada
por 1 min e razdo liquido solido de 20:1 (mg/g), estes valores de rendimento estdo
abaixo da eficiéncia de extragdo encontrada neste trabalho.
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Figura 5.27: Coeficiente de particdo (¢) e eficiéncia de extracdo (o) de cafeina
em funcédo da concentracdo de metanol no sistema metanol/solucéo tampéo (17,5, p/p%)
a 298,15 K.

O efeito da temperatura na particdo da cafeina para a fase de fundo foi
determinado utilizando sistemas metanol-tampdo fosfato de potéssio (60 — 17,5 %, p/p),
como mostra a Figura 5.28. A temperatura mais baixa utilizada (278,15 K) apresentou a
maior concentracdo da cafeina na fase de fundo (K = 0,06). Domingues-Perez et al.
(2010) aplicaram sistemas bifasicos formados por liquidos iénicos (1-etil-3-metil
imadazolio trifluorometanosulfonato [Csmim][CF3SOg3] e lisina, obtendo coeficientes de

particdo para cafeina de Ky = 0,145 demonstrando que a biomolécula migra para a fase

de fundo.
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Figura 5.28: Efeito da temperatura no coeficiente de particdo (¢) e eficiéncia de

extracdo (o) da cafeina usando sistema metanol (60%, p/p)/Solugdo tampéo (17,5%,

p/p).
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A determinacdo dos parametros termodinamicos (Tabela 5.10) indica que o
processo de parti¢do da cafeina para a fase rica em tampéo fosfato de potassio € ndo

espontanea (AG’, > 0), endotérmica e controlada por efeitos entropicos.

Tabela 5.10: Parametros termodindmicos de particionamento da cafeina em

sistema etanol/ solucdo tampao (60/ 17,5%, p/p).

AH (KJ.mol") AS (J.mol'K?) AG (KJ.mol'™)

etanol/ solugdo tampéo
(60/17,5%, p/p) 17,25 6,6 38,29
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Capitulo 6
6. CONCLUSOES

Os principais resultados mostram que os alcodis com cadeias alifaticas mais
longas (maior hidrofobicidade) favorecem a separacao das fases. Os sistemas aquosos
bifasicos formados por alcool-sal (SAB) foram aplicados com sucesso para 0
particionamento das biomoléculas: aminoacidos, alcaldide e tetraciclina.

O processo de extragdo foi otimizado pela variagdo do tipo e concentragéo dos
componentes dos sistemas, da temperatura e da adicdo de diferentes eletrolitos. A
depender dos constituintes dos sistemas as biomoléculas tanto podem migrar para a fase
de topo (K>1,0) como para a fase de fundo (K<1,0). No processo de otimizacdo das
biomoléculas privilegiou-se a particdo para a fase rica em alcool (fase de topo), neste
sentido os melhores valores para o coeficiente de particio foram para L-tirosina
(K=3,01 usando 2-propanol — 40%, K,HPO, — 20%, NaCl 2,5% a 303,15 K); L-
triptofano (Kyp=2,73 usando 1-propanol — 60%, K;HPO4 — 20%, NaCl 2,5% a 303,15
K); tetraciclina (K=2,74 usando 2-propanol — 60%, KsPO4 — 20%, NaCl 5% a 308,15
K) e cafeina (Kc=3,81 usando 2-propanol — 60%, K3PO4 — 20%, NaCl 5,0% a 303,15
K). Também foi otimizada a particdo da tetraciclina para a fase rica em sal (K= 0,28
usando etanol — 60%, tampdo fosfato — 17,5% a 308,15 K) e da cafeina para a fase rica
em sal (Kear= 0,12 usando metanol — 60%, tampdo fosfato — 17,5% a 308,15 K).

O efeito dos eletrolitos no sistema de particdo de cafeina seguiu a série de
Hofmeister e apresentaram maiores valores de particdo quando se adicionou ao sistema
Na,SO,4 e KCI (Kt igual a 3,55 e 3,45, respectivamente).

Este trabalho mostra que os SABs formados por alcool-sal sdo promissoras para
executar separagdes seletivas e recuperar produtos para a bioengenharia.
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ANEXO A
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Tabela Al: Dados da fragdo massica da curva binodal para o sistema composto

por metanol (1) + sal de fosfato de potassio (2) + agua (3) a 298,15 K.

K3PO4 KoHPO4 KH,PO4/K;HPO,

100 wq 100 w; 100 wy 100 w; 100 wq 100 w;
77,761 1,119 77,459 1,271 76,819 1,591
71,190 1,759 66,454 2,502 68,362 2,165
59,623 3,453 47,671 6,694 62,376 2,603
55,068 4,196 42,179 8,584 43,984 4,766
49,930 5,623 33,943 13,458 40,683 5,312
35,409 13,345 25,035 21,786 26,260 9,866
30,958 16,904 20,706 32,120

22,804 26,022

21,269 28,328

19,528 31,402
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Tabela A2. Dados da fracdo massica da curva binodal para o sistema composto

por etanol (1) + sal (2) + agua (3) a 298 K

K3POg4 KoHPO4 KH2PO4/K;HPO4

100 wq 100 w; 100 wq 100 w, 100 wy 100 w;
60,138 1,341 78,476 0,762 78,382 0,809
52,740 2,227 64,258 1,426 69,996 1,533
37,034 6,745 60,604 1,845 51,200 4,270
20,875 15,301 47,554 3,007 29,370 12,899
15,267 24,453 42,300 3,820 25,961 15,169
13,704 27,097 38,373 4,940 24,682 16,304
11,526 30,820 34,967 5,905 20,351 23,440

26,540 9,882

23,790 12,840

21,849 14,043

19,301 16,259

14,201 21,136

10,116 26,963
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Tabela A3. Dados da fracdo massica da curva binodal para o sistema composto

por 1-propanol (1) + sal (2) + 4gua (3) a 298 K

K3PO, K,HPO,

100 w, 100 w; 100 w; 100 w;
75,966 2,017 25,481 7,336
67,157 2,194 24,007 7,879
35,465 5,302 22,778 8,173
34,651 5,573 21,455 8,911
28,667 7,097 20,266 9,372
27,300 7,411 19,415 9,705
25,721 7,634 18,657 10,058
24,585 8,183 17,742 10,578
23,306 8,426 17,376 11,034
22,126 8,666 16,943 11,086
20,727 9,427 16,288 11,686
19,328 9,693 16,022 11,694
18,066 10,505 15,652 12,114
16,815 10,924 11,502 16,197
15,553 12,022 10,265 17,582
14,330 12,806
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Tabela A4. Dados da fracdo massica da curva binodal para o sistema composto

por 1-propanol (1) + K;HPO4/KH,PO, (2) + &gua (3) a 298 K.

KH,;PO4/K;HPO,

100 wq 100 w; 100 wyq 100 w,
33,330 6,670 75,336 2,332
30,252 7,605 67,423 2,856
28,011 8,284 36,421 6,075
25,494 9,222 35,320 6,375
23,454 10,248 32,464 7,166
22,019 10,710 30,086 7,692
20,680 11,277 29,417 7,921
19,175 12,187 28,685 8,116
17,950 12,863 10,287 20,607
15,949 14,418 8,112 24,408
13,873 16,024 6,390 27,628
12,177 17,855
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Tabela A5. Dados da fracdo massica da curva binodal para o sistema composto

por 2-propanol (1) + sal (2) + &gua (3) a 298 K.

K3POy4 K,HPO, KH,PO4/K,HPO,
100 wy 100 w, 100 wy 100 wy 100 w; 100 w,
76,040 1,980 75,480 2,260 77,449 1,276
29,226 12,604 65,908 2,824 66,984 1,816
19,924 16,607 27,032 10,638 36,671 6,221
17,517 19,203 24,824 11,858 33,497 7,366
15,280 21,730 23,327 12,746 29,687 9,595
13,110 24,430 21,718 13,849 26,655 11,486
11,486 26,655 20,954 14,339 24,430 13,110
9,595 29,687 19,826 15,172 21,730 15,280
7,366 33,497 11,548 22,134 19,203 17,517
6,221 36,671 9,225 24,513 16,607 19,924
4,760 40,190 14,192 22,334
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