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RECUPERACAO SELETIVA DE ACIDO ASCORBICO E VANILINA DE RESIDUOS
ALIMENTARES EM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS CONTINUO UTLIZANDO
REATOR AGITADO POR IMPELIDORES

Alex Viana Veloso

Dentre as técnicas utilizadas para a recuperacdo de biomoléculas, pode-se destacar o
Sistema Aquoso Bifasico (SAB) que se baseia na particdo da biomolécula entre duas fases
formadas por constituintes dispersos em &gua. A literatura tem destacado o potencial dos SAB
em processo batelada para a recuperacéo de biomoléculas, entretanto, a aplicacao e o estudo de
SAB em operacdo continua ainda sdo bastante incipientes. Atualmente, ndo existem reatores
especificos para a aplicacdo em SAB continuo e, portanto, se utiliza comumente os modelos de
reatores difundidos na extracdo liquido-liquido convencional. Além disso, poucos dados
relativos a parametros operacionais sdo reportados. Nesse contexto, esse trabalho desenvolveu
um reator de coluna baseado no modelo amplamente difundido na indudstria quimica, dispondo
de: encamisamento para o controle de temperatura, duas alimentacdes e duas saidas, as quais
permitem a circulacdo continua das fases de topo e fundo formadoras do SAB. O desenho do
reator contempla ainda um sistema de agitacdo mecanica utilizando impelidores de pas retas as
quais sdo de facil fabricacdo. O reator foi operado de forma continua e semi-continua utilizando
um SAB formado C2HsOH (50%, m/m) + KoHPO4 (15%, m/m) + H20 (35%, m/m) a 298K, o
qual permitiu a analise da influéncia da vazéo volumétrica e velocidade de agitacdo no indice
de recuperagéo (IR) de duas biomoléculas distintas: acido ascorbico (AA) e vanilina (van).
Estas biomoléculas séo bastante exploradas na indudstria alimenticia em funcdo do seu carater
antioxidante e saborizante respectivamente. Finalmente, utilizou-se uma matriz alimentar real,
Pudim Diet Dr. Oetker sabor baunilha, onde foi possivel particionar 75% do &cido ascorbico na
fase de fundo e 62% e vanilina na fase de topo utilizando a menor rotacéo estudada (60 rpm) e

a maxima vazéo (6,0 mL.min't), pardmetros que maximizam o IR das biomoléculas.

Palavras-chave: sistema aquoso bifasico, processo continuo, desenho de reator, seletividade.
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineering Graduate Program of
Universidade Tiradentes as a partial fulfillment of the requirements for the degree of Master of
Science (M.Sc.)

SELECTIVE RECOVERY OF ASCORBIC ACID AND VANILLIN OF FOOD WASTE IN
CONTINUOUS AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEM USING REACTOR STIRRING BY
IMPELLERS

Alex Viana Veloso

Among the techniques used for the recovery of biomolecules, we can highlight the
Aqueous Two-Phase System (ATPS), which is based on the partition of the biomolecule
between two phases formed by constituents dispersed in water. The literature has highlighted
the potential of the ATPS in batch process for the recovery of biomolecules, however, the
application and the study of ATPS in continuous operation are still very incipient. Currently,
there are no specific reactors for the application in continuous ATPS and, therefore, it is
commonly used the models diffused in the conventional liquid-liquid extraction. In addition,
few data on operational parameters are reported. In this context, this work developed a column
reactor based on the reactors model widely diffused in the chemical industry, having: a
jacketing system for temperature control, two inputs and two outputs, which allow continuous
circulation of the top and bottom phases forming the ATPS. The design of the reactor also
includes a mechanical agitation system using straight-blade impellers which are easy to
manufacture. The reactor was operated continuously and semi-continuous using a ATPS
formed for C2HsOH (50 wt%) + KoHPO4 (15 wit%) + H20 (35 wit%) at 298K, which the analysis
of the influence of volumetric flow rate and agitation speed on the recovery index (IR) of two
different biomolecules: ascorbic acid (AA) and vanillin (van). These biomolecules are widely
exploited in the food industry due to their antioxidant and flavoring character respectively.
Finally, a real food matrix was used where it was possible to partition 75% of the ascorbic acid
in the bottom phase and 62% and vanillin in the top phase using the lowest rotation studied (60
rpm) and the maximum flow (6.0 mL.min?), parameters that maximize the IR of the

biomolecules.

Keywords: aqueous two-phase system, continuous process, reactor design, selectivity.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

Do campo a mesa do consumidor, os alimentos passam por diferentes processos
gerando residuos ou acdes que levam ao desperdicio. De acordo com a Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAQO), cerca de um terco da producéo
global de alimentos sé&o perdidos ou desperdicados, o que representa cerca de 1,3 bilh&o
de toneladas por ano (GUSTAVSSON et al., 2011). Se por um lado esse dado se mostra
catastrofico no sentido do desperdicio, por outro lado ele fomenta o interesse cientifico
no desenvolvimento de técnicas e equipamentos que possibilitem, de forma oportuna e
rentvel, recuperar biomoléculas de alto valor agregado, as quais poderiam ser
reutilizadas como insumo na producao de novos produtos.

Existem inimeros métodos de extracdo de biomoléculas que podem ser divididos
em: métodos convencionais de extracdo utilizando solventes organicos a quente ou a frio,
e métodos ndo convencionais como a extracao em fluido supercritico, extracdo por micro-
ondas e extracdo por ultrassom. No entanto, essas técnicas consomem quantidades
elevadas de solventes ou requerem equipamentos e/ou procedimentos dispendiosos.
Ademais, podem apresentar condi¢cdes operacionais que sejam danosas as biomoléculas,
ja que algumas vezes requerem condicdes de alta temperatura e pressao.

Uma estratégia de extracdo liquido-liquido (LLE) conhecida por sistema aquoso
bifasico (SAB) pode ser uma alternativa vidvel para extragdo/purificacdo de
biomoléculas, uma vez que ndo requer o uso de equipamentos dispendiosos, uso
excessivo de solventes e podem ser formados utilizando uma série de compostos como
polimeros, sais inorganicos, liquidos idnicos, alcoois, dentre outros (GARZA-MADRID
et al., 2010). RAGHAVARAO et al. (2003) ressalta que SAB é reconhecido como uma
técnica potencial devido as suas multiplas vantagens, incluindo: compatibilidade
bioldgica, baixa tensdo interfacial, alta capacidade de carga e aumento de escala com
facilidade sendo largamente explorado para a recuperacdo de diversas biomoléculas como
anticorpos (ROSA et al., 2012), proteinas e enzimas (FIGUEIREDO PORTO et al., 2004;
SONG et al., 2018), toxinas (CAVALCANTI et al., 2008), antioxidantes (REIS et al.,
2012), antibiodticos (RABIEENEZHAD; ROOSTA, 2018), metais (CHEN et al., 2018),

dentre outras. Apesar da grande quantidade de estudos e do conhecimento adquirido a
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utilizacdo em escala industrial de SAB tem tido forte resisténcia, visto que, a maioria
desses estudos foram realizados em modo de operagéo por batelada. Esse tipo de operagéo
geralmente possui custos operacionais elevados pois ndo séo integrados com outras etapas
dos processos industriais. A integracdo dos processos tem como finalidade fornecer
insumos para compor as fases do SAB visando a separagdo/recuperacao de biomoléculas
ou suprir processos subsequentes com as biomoléculas recuperadas.

Nesse sentido uma mudanca para a operacdo continua pode melhorar o
rendimento de um processo e reduzir substancialmente os custos de operacionalizacéo,
viabilizando a extracdo ou recuperacdo dessas biomoléculas de forma flexivel as
demandas do processo industrial e rentdvel economicamente. Estes aspectos sdo
importantes para estratégias futuras de implementacdo de sistemas continuos nas
industrias. No entanto, estudos envolvendo a caracterizacdo e o desenvolvimento de
equipamentos adequados para a operacdo continua de SAB tém sido geralmente
negligenciados e 0s processos por batelada ainda s&o os mais utilizado na biotecnologia
(ESPITIA-SALOMA et al., 2014; JUNGBAUER, 2013). De acordo com RITO-
PALOMARES (2017), ainda ndo existem equipamentos especializados para utilizacdo de
SAB continuos e atualmente para essas aplica¢6es utilizam-se principalmente as colunas
empregados na tradicionais LLE. Além disso, poucos estudos relativos a geometria e aos
efeitos hidrodindmicos dos reatores contribuem para o conservadorismo das industrias de
biotecnologia em utilizar a operacdo em batelada.

Encontra-se nesse cenario um desafio tecnoldgico e cientifico de preencher essa
lacuna por meio do desenvolvimento de novos desenhos de reatores que possibilitem a
recuperacdo e reutilizacdo de biomoléculas por meio de SAB, e que simultaneamente
mitiguem o elevado desperdicio de alimentos o0s quais sdo fontes de matérias-primas de
alto valor agregado e que podem incrementar a receita das industrias além de ser uma
pratica sustentavel. Assim, esse estudo visa projetar e desenvolver um prototipo de reator
em formato coluna para operacdo continua de recuperacdo de biomoléculas utilizando
SAB que permita 0 bombeamento simultaneo ou individual das duas fases do SAB,
sistema de agitacdo para uma maior mistura e coalescéncia entre a fases e o controle de
temperatura para adequacao das caracteristicas termodindmicas do SAB e da manutencao
das caracteristicas das biomoléculas sensiveis a temperatura.

A operacdo continua permitira o estudo do particionamento e recuperacdo de
biomoléculas. Neste sentido, serdo utilizados produtos alimenticios fora do periodo de

validade para o consumo humano caracterizam-se como residuos alimentares e que
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contenham biomoléculas de alta valor comercial. Desta forma foi selecionado duas
biomoléculas modelos com caracteristicas antioxidantes, acido ascorbico e vanilina, as
quais sdo facilmente encontradas em alimentos processados e industrializados. A
recuperacdo dessas biomoléculas sdo de grande interesse industrial uma vez que sao
utilizados como conservantes, atrasando ou impedindo a deterioracéo dos alimentos por
mecanismos oxidativos, além de possuirem caracteristicas saborizantes e odorizantes
unicas (STANNER; WEICHSELBAUM, 2013). Ressalta-se que ndo existem na literatura
estudos vinculados operacdao continua para a recuperacdo das biomoléculas modelos
selecionadas. Por outro lado, REIS et al. (2012), mostrou ser possivel a recuperacédo
dessas biomoléculas com grande eficiéncia em operacdo batelada o que possibilita a

comparacao entre 0s métodos de operagao.
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Capitulo 2

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Projetar um reator em escala de bancada para a aplicagdo em sistemas aquosos
bifasicos (SAB) operando de modo continuo para permitir o particionamento de uma ou
duas biomoléculas simultaneamente com a determinagdo de parametros 6timos (vazao
volumétrica, velocidade de agitacdo e temperatura), de modo a verificar o ponto 6timo

para a recuperacdo do soluto de interesse na fase de maior afinidade.

2.2 Objetivos Especificos

Este trabalho tem como objetivos especificos:

e Desenvolver um desenho de reator de bancada dotado de sistema de
encamisamento e agitacdo a ser operado de modo continuo e semi-continuo
aplicado a SAB;

e Utilizar duas biomoléculas (&cido ascorbico e vanilina) de forma individual
(operacao semi-continua) e simultanea (operacdo continua) para elaboracéo
das curvas que representam o indice de recuperacdo do soluto nas fases de
topo e de fundo do SAB;

e Definir os parametros (vazdo volumétrica e rotacdo) que maximizam a
recuperacdo das biomoléculas estudadas nas fases de maior afinidade, e;

e Utilizar um modelo de produto alimenticio para a recuperagdo das

biomoléculas (acido ascorbico e vanilina) de interesse.
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Capitulo 3

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste tdpico serdo apresentados o estado da arte referente as propriedades das
biomoléculas de interesse e 0s métodos de extracdo das mesmas, em especial a revisao
bibliografica quanto a aplicacdo da técnica de extracdo liquido-liquido, focado no sistema
aquoso biféasico (SAB). Além disso, serdo abordados os métodos de operacdo em batelada

e continuo e os principais modelos de reatores utilizados.

3.1 Biomoléculas

As biomoléculas ou ainda molécula biolégica sdo substancias quimicas
sintetizadas por organismos vivos durante o seu metabolismo e, estdo presentes na sua
estrutura ou desempenham papel importante na manutencao e desenvolvimento celular.
Estas moléculas caracterizam-se por apresentarem diversas fungdes quimicas e distintos
graus de complexidade por exemplo: conduzir e regular de processos celulares ou ainda
transmitir informac6es genéticas (LIMA; SANTANA, 2017). Exemplos de biomoléculas
sdo as proteinas, carboidratos, lipidios, &cidos nucleicos, vitaminas, hormonios,
alcaloides, flavonoides, antioxidantes, entre outros (GREISLER, 2003; OLSZOWY;
BURNS; CIBOROWSKI, 2013).

Dentre as biomoléculas citadas anteriormente, podemos destacar as biomoléculas
antioxidantes, as quais de acordo com estudos mercadolégicos mais recentes,
movimentaram no ano de 2007, um volume total de cerca de 880 mil toneladas e 3,7
bilhdes de dolares. Esses altos valores estdo associados a grande aplicabilidade industrial
dessas biomoleculas como producdo de farmacos, utilizagdo como conservante de
alimentos, utilizagdo como estabilizador de combustiveis e lubrificantes ou ainda como
preventor de degradacdo oxidativa de polimeros como borrachas, plasticos e adesivos,
evitando a perda de robustez e flexibilidade (CERESANA, 2013).

A oxidacao é uma reacdo quimica que transfere elétrons de uma substéncia para
um agente oxidante. Embora as reacOes de oxidacdo sejam fundamentais para 0s seres
vivos, elas também podem ser prejudiciais, pois podem produzir radicais livres como

produto das reacdes metabolicos. Esses radicais livre dao inicio a reacdes em cadeia que
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podem modificar moléculas importantes como acidos nucléicos, lipidios e proteinas,
afetando o funcionamento normal e causando doencas como céncer, envelhecimento
precoce dos tecidos, lesGes em 6rgaos como figado, entre outros (SIES, 1997).

Por outro lado, as moléculas antioxidantes sdo substancias que possuem a
capacidade de neutralizar ou eliminar os radicais livres, através da sua propria oxidacao,
sendo assim o0s antioxidantes séo frequentemente agentes de reducéo e defesa. Esses
agentes de defesa antioxidante podem ser classificados em enzimaticos ou ndo-
enzimaticos, como apresentado na Tabela 1. Ademais substancias polifendlicas, metais e
minerais como zinco e selénio, que sdo componentes essenciais das enzimas

antioxidantes, demonstram potencial antioxidante (SCHYVENS, 2014).

Tabela 1: Principais agentes de defesa antioxidante.

N&o-enziméatico Enzimatico
a-tocoferol (vitamina E) superoxido dismutase
[-caroteno catalase
acido ascorbico (vitamina C) glutationa peroxidase

Fonte: (SIES, 1997).

Um fato importante é que o organismo humano possui uma deficiéncia parcial do
sistema antioxidante enzimatico, necessitando a ingestdo de compostos antioxidantes por
meio de dieta alimentar, o que contribui para o mecanismo de antioxidantes ndo-
enzimatico (PIETTA et al., 1998). Apesar das fontes geradoras de radicais livres
diminuirem os niveis de antioxidantes celulares, as defesas antioxidantes do organismo
podem ser restabelecidas com dietas apropriadas e suplementos vitaminicos. Dentre 0s
alimentos, as frutas, verduras e legumes sdo as principais fontes de agentes antioxidantes.
A vitamina C e os compostos fenolicos sdo considerados excelentes antioxidantes,
capazes de sequestrar os radicais livres com grande eficiéncia (ANDERSON, 1996).

Em funcdo dessas caracteristicas, selecionaram-se a vitamina C e a vanilina
(substancia fendlica) como substancias modelo para o estudo, as quais serdo descritas

com maiores detalhes a seguir.
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e Acido Ascorbico

O acido ascorbico (AA), também conhecido como vitamina C, € 0 nome comum
dado ao acido 2,3-enediol-L-gulénico. O AA é o mais conhecido antioxidante, possuindo
inimeras fungdes bioquimicas como a capacidade de reacdo com oxigénio singleto (03)
e outros radicais livres como a peroxila (OH ™), participacdo na formagdo do colageno,
sintese de alguns aminoacidos e auxilio na atividade enzimatica por meio da doacéo de
elétrons (YARDIM-AKAYDIN et al., 2003). A formula quimica do AA é C4HgOg, Cuja
estrutura molecular pode ser observada na Figura 1, verificando que sua estrutura se
assemelha a de um monossacarideo, apresentando extraordinario poder redutor devido a
sua configuracdo enediol C(OH)=C(OH) (CHANG; ISMAIL; DAUD, 2016).

H

Q

HO

HO OH

Figura 1: Estrutura molecular do acido ascérbico.

Entretanto, o0 AA possui uma grande instabilidade quando exposto ao calor,
luminosidade e oxigenacdo, podendo gerar alteracbes na sua estrutura e,
consequentemente, na sua capacidade oxidativa (ARRIGONI; DE TULLIO, 2002). A
Tabela 2 apresenta algumas propriedades quimicas do AA onde pode-se destacar a sua
grande solubilidade em agua e seu potencial hidrofilico.

Tabela 2: Propriedades do Acido Ascorbico

Propriedade Valores
Massa Molar 176,124 g/mol
Densidade 1,694 g/cm3
Log P -1,88
Ponto de Fusao 155,71°C
Ponto de Ebulicéo 424,64°C
Agua 330 g/L

Solubilidade em
Etanol 20 g/L

Fonte:(CHEMSPIDER, 2018).
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O AA natural pode ser obtido facilmente em diversas frutas e verduras,
principalmente em frutas citricas, goiabas, tomates, pimentdes, kiwis e brdcolis. Além
disso, ele pode ser obtido de forma sintética utilizando glicose como molécula precursora
(reagente) para depois submeté-la a processos fermentativos envolvendo reducbes e
oxidacdes até a obtencdo do AA (FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2003).

Além do seu papel nutricional, o &cido ascérbico é comumente utilizado como
antioxidante nas industrias para preservar o sabor e a cor natural de alimentos e racoes
animais, usado como aditivo nutricional em bebidas e cereais matinais, aplicados em
formulacGes farmacéuticas e cosméticas, por essa razdo, o0 AA é manufaturado em larga
escala (FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2003). A producdo mundial é estimada
em 154 mil toneladas por ano e o mercado da vitamina C tem se tornando cada vez mais
competitivo sendo o seu valor comercial oscilando entre US$ 6,00 e US$ 11,00 por

quilograma segundo estudos mercadoldgicos mais recentes (HANCOCK, 2009).

e Vanilina

Vanilina é o nome comum para 0 3-metoxi-4-hidroxi-benzaldeido a qual
caracteriza um aldeido fendélico sendo composto pelos grupos funcionais aldeido, éter e
fenol (ESPOSITO et al., 2000). A vanilina possui formula quimica CgHgO5, € a sua

estrutura molecular é apresentada na Figura 2.

O

~

OCH,
OH

Figura 2: Estrutura molecular da vanilina.

Em virtude da sua caracteristica fenolica a vanilina demonstra potencial
antioxidante, promovendo a remoc¢do ou inativagdo dos radicais livres, por meio da
doacgdo de atomos de hidrogénio a estas moleculas, interrompendo a reagdo em cadeia, e
esta representado pelas rea¢fes abaixo onde 0s agentes antioxidantes agem por meio da

transferéncia de hidrogénio para o radical ROO*® formando o radical fenoxil, este se torna
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estavel e inerte perdendo sua capacidade de iniciar ou propagar as reacdes oxidativas
conforme equacdes abaixo (RAMALHO; JORGE, 2006):

ROO® + AH — ROOH + A® (1)
R®+AH — RH + A® )

onde ROO*® e R* sdo radicais livres, AH um antioxidante com um atomo de hidrogénio

ativo e A® um radical inerte.

A vanilina é uma biomolécula de grande valor comercial devido a concentragdo
da produgdo em poucos produtores e, principalmente, em funcéo da sua extensa gama de
aplicacdes industriais relacionadas a sua caracteristica de aroma e de seu sabor Unico
conhecido como baunilha sendo utilizada na preparacdo de sorvetes, chocolates, bolos,
refrigerantes, licores, na industria de perfumaria, bem como na industria de cosméticos
com o objetivo de criar perfumes, mascarar odores desagradaveis, e na obtencdo de
produtos de limpeza (ESPOSITO et al., 2000; PACHECO; DAMASIO, 2010). Além
dessas aplicacbes, a vanilina também € usada como um intermedidrio quimico na
producdo de produtos farmacéuticos e produtos de quimica fina para uso em biocidas
(devido a sua estrutura fendélica) (KAYGORODOV et al., 2010; NOUBIGH; MGAIDI;
ABDERRABBA, 2010). Vale ainda ressaltar que a vanilina possui propriedades
antimicrobianas e antioxidantes sendo bastante utilizado como conservante de alimentos
(JADHAV et al., 2009; TAl et al., 2011). Algumas das propriedades da vanilina podem
ser encontradas na Tabela 3, onde pode-se destacar a sua boa solubilidade em etanol e o

seu potencial hidrofdbico.

Tabela 3: Propriedades da Vanilina

Propriedade Valores
Massa Molar 152,147 g/mol
Densidade 1,20 g/cm?3
Log P 1,05
Ponto de Fuséo 71,55°C
Ponto de Ebulicdo 274,30°C
Agua 10 g/L

lubili
Solubilidade em Etanol 50 g/

Fonte:(CHEMSPIDER, 2018).
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A forma natural da vanilina é obtida principalmente da Vanilla planifolia A.
(Figura 3), espécie pertencente a familia das orquideas. Essa espécie é cultivada
principalmente no México, Madagascar, Java e Taiti (VIDAL et al., 2006). No Brasil séo
listadas 31 espécies da familia Vanilla, mas nenhuma delas é explorada comercialmente,
pois seu sabor é diferente da planta da baunilha mundialmente conhecida (MAY et al.,
2006).

Além da forma natural que pode ser obtida pelos processos de extracdo sélido-
liquido da vagem da Vanilla, a vanilina pode ser sintetizada a partir de percussores
oriundos da industria petroquimica como guaiacol e o p-cresol ou ainda utilizando lignina
como percussora (MUKHOPADHYAY, 2005).

hat s
Figura 3: Vanilla Planifolia.
Fonte:(MANNERS, 2018).

Os dados mercadologicos mais recentes fornecidos por LOMASCOLO et al.
(1999), afirmam que mais de 12 mil toneladas de vanilina s&o produzidas por ano. Os
custos de producdo da vanilina natural oscilam entre US$ 1.200,00 e 1.400,00 por
quilograma, e o preco da vanilina sintética, custa aproximadamente US$ 15,00 por
quilograma. Devido a essas caracteristicas, a vanilina se caracteriza como uma
biomolécula relevante para diversas finalidades e associada a escassez da mesma por
fontes naturais, a sintese e rotas para a extracdo, purificagdo além da recuperacdo em
residuos alimentares, deste composto sdo exploradas visando obter processos viaveis
economicamente e ambientalmente seguros (REIS et al., 2012).

As competitividades industriais, principalmente nos setores alimenticios e
farmacéuticos, alavancam o desenvolvimento de novas técnicas de extracdo e purificacao
de biomoléculas de forma a acelerarem o processo e aumentar o0 seu grau de pureza,
porém, mantendo o custo favoravel. Nesse cenario, serdo apresentados 0s principais

métodos de extracdo e purificacdo das biomoléculas de interesse nesse estudo.
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3.2 Metodos de Extracéo e Purificagido de Biomoléculas

Extracdo € um processo no qual um ou mais componentes sdo separados
seletivamente, ou ndo, de uma matriz solida ou liquida, portanto, resulta nas extracdes
solido-liquido e liquido-liquido. A forca motriz para a transferéncia da biomolécula da
matriz para o solvente, é a solubilidade de cada componente, resultando assim em duas
fases, uma enriquecida (extrato) e outra pobre (rafinado) no componente a ser separado
(LIMA; SANTANA, 2017).

Os métodos de extracdo de biomoléculas podem ser classificados em métodos
tradicionais, como extracao por solvente a quente ou a frio, como € o caso do Soxhlet, e
as, metodologias ndo-convencionais, tais como: extracdo com fluidos supercriticos
(SCF), extracdo assistida por ultrassom, extracdo assistida por micro-ondas,
microextracdo em fase sélida, dentre outros processos (EKEZIE; SUN; CHENG, 2017;
TETALA; VIJAYALAKSHMI, 2016). Entretanto a técnica a ser utilizada dependera: do
grau de pureza exigido; das condigdes de operagéo (presséo, temperatura, etc.), tendo em
foco ndo degradar a biomolécula; da taxa de separacdo da biomolécula; e, claro do custo
envolvido no processo. Mediante as essas caracteristicas, pode-se analisar as 3 (trés)
opcOes bastante utilizadas para a extracdo de compostos vegetais e alimenticios, sdo eles:
solventes organicos, fluidos supercriticos e ultrassom.

A extracdo Soxhlet € um método de extragdo conhecida como “extragdo solido-
liquido” e classicamente denominada de lixiviagdo 0 qual objetiva a extracdo de um
composto solido geralmente utilizando solventes organicos. A eficiéncia do processo
depende da escolha correta de solventes e do uso de calor e/ou agitacdo para aumentar a
solubilidade dos compostos e a taxa de transferéncia de massa. Esse método apresenta
algumas vantagens atraentes como baixo custo, baixa complexidade de operacdo e maior
transferéncia de massa que os metodos de extracdo mais novos (extracdo por fluidos
supercriticos, extracdo assistida por ultrassom, etc.), o que faz que ele ainda seja um
método bastante utilizado (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).
Entretanto, as principais desvantagens do Soxhlet, em comparagdo com outras técnicas,
estdo relacionadas ao tempo necessario para a extracdo da biomoleécula e a grande
quantidade de solvente desperdicado, 0 que ndo € apenas dispendioso, mas também a
fonte de problemas ambientais adicionais. Além disso, as amostras sdo geralmente

extraidas no ponto de ebulicdo do solvente por longos periodos, o que pode resultar em
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decomposicdo térmica de espécies alvo volateis (LUQUE DE CASTRO; GARCIA
AYUSO, 2000; SINHA et al., 2008).

A extracdo com fluidos supercriticos (SCF) representam uma alternativa aos
solventes organicos, contudo o solvente utilizado encontra-se em seu estado critico, ou
seja, condicdes de temperatura e pressdo do solvente devera ser superior a sua temperatura
critica (T¢) e presséo critica (Pc). A especificidade do SCF depende de suas propriedades
fisicas, que podem ser moduladas por um aumento de pressao e/ou temperatura, além de
seus valores criticos. Vale ressaltar que o SCF tem uma densidade proxima aos liquidos,
0 que induz um poder de solvatacao prdxima aos liquidos e sua viscosidade esta proxima
a dos gases denotando uma difusividade entre liquidos e gases, esses fatores resultam no
aumento da transferéncia de massa entre a extragao do soluto e o SCF. Essas propriedades
permitem o ajuste da seletividade do solvente de um SCF em direcdo a um composto
alvo, o que é particularmente interessante no caso da extracdo. Dentre os fluidos
supercriticos, o fluido formado por diéxido de carbono (SC-CO-) é o mais utilizado
devido as suas baixas coordenadas criticas (Tc = 31°C e Pc = 7,38 MPa), carater nao
inflamavel e volatilidade a pressao atmosférica o que garante extratos livres de solvente
apos a despressurizacdo (CHEMAT et al., 2017).

Por sua vez, as ondas ultrassdnicas possuem frequéncia inaudivel pelos seres
humanos. O equipamento denominado de ultrassom de poténcia (US) emite ondas com
baixa frequéncia e uma alta poténcia, e 0 seu uso causa cavitacao (PANIWNYK, 2014).
O fendbmeno de cavitacdo acustica gera microbolhas em uma fase liquida e ao sujeitar
uma mistura ao US essas microbolhas crescerdo e oscilardo rapidamente antes do colapso
devido a mudancas de presséo. Essas implosdes violentas fragmentardo ou interromperédo
a superficie da matriz sélida ou ainda causardo a instabilidade na superficie da interface
de sistemas liquido-liquido e liquido-gas, aumentando a transferéncia de massa e
acelerando a difusdo. Assim, a eficacia da extracdo por ultrassom depende da temperatura
e pressao aplicada e principalmente da frequéncia acustica pois, baixas frequéncias geram
bolhas maiores e, portanto, um colapso de bolhas mais violento com temperaturas e
pressdes localizadas mais altas. No entanto, a medida que a frequéncia aumenta, ha mais
eventos de colapso por unidade de tempo (CHEMAT et al., 2017). Vale ressaltar que, o
US reduzird drasticamente o tamanho das particulas sélidas, o que aumentard sua
solubilidade sendo assim usado para disperséo sélida em solvente.

De modo geral, a extragdo assistida por ultrassom é uma tecnologia com grande

potencialidade para acelerar a transferéncia de calor e massa. As ondas de ultrassom ap6s
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a interacdo com a mistura alteram suas propriedades fisicas e quimicas e seu efeito
cavitatdrio facilitando a liberagdo de compostos extraiveis. Os ultrassons s&o empregados
sucessivamente no campo de extracdo de plantas (GUO et al., 2017). Vérias classes de
componentes alimentares, como aromas, pigmentos, antioxidantes e outros compostos
organicos e minerais, foram extraidos e analisados eficientemente a partir de uma
variedade de matrizes de origem animal, alimentar ou vegetal (BARBERO et al., 2008;
CHEMAT et al., 2017; PANIWNYK, 2014).

Ao comparar as téecnicas de extracdo citadas anteriormente observa-se que o
método convencional e as técnicas mais recentes exigem ou alto consumo de solventes
ou equipamentos mais robustos e de custo elevado devido as altas pressdes e temperaturas
utilizadas o que nem sempre condiz com 0 aumento da taxa de extracdo da biomolécula.

Uma vez extraida a biomolécula de interesse, sua aplica¢do dependera do grau de
pureza que ela apresenta. Sendo assim, procedimentos adicionais de purificacdo
necessitam ser implementados. No entanto, € sabido que a purificacéo requer até 80% dos
gastos para a obtencdo de biomoléculas puras. Comumente, as metodologias de
purificacdo baseiam-se em procedimentos de precipitacdo, filtracdo em membranas e
cromatografia (LIMA; SANTANA, 2017). Ademais a escolha do processo a ser utilizado
dependera também das condicdes de operacdo de modo a ndo comprometer a biomolécula
ndo sO estruturalmente, mas também suas caracteristicas intrinsecas por exemplo, a
extracdo de vanilina utilizando fluidos supercriticos resulta em uma menor proporcao de
seus constituintes principais do sabor de baunilha dos extraidos por processos
convencionais de extracdo alcoolica, ou seja, apesar de termos a mesma biomolécula
temos sabores distintos (SINHA et al., 2008).

Nesse cenario, a extracdo e purificacdo da biomolécula utilizando sistema aquoso
bifasico (SAB) torna-se uma alternativa atraente pois, esse método utiliza um unico passo
e além disso, tém sido amplamente utilizados para a separagéo e recuperacao de produtos
biolégicos como proteinas, enzimas, componentes biologicos valiosos para inddstria
farmacéutica, como anticorpos, acidos nucléicos, hormdnios, vitaminas e antioxidantes,
entre outros (ASENJO; ANDREWS, 2011; CLAUDIO et al., 2010; REIS et al., 2012,
2014). Além disso, o alto teor de 4gua nas fases do sistema garante alta estabilidade das
biomoléculas ao longo do processo de extracdo/purificacdo, o que pode resultar em
maiores rendimentos, algo bastante almejado industrialmente (ALCANTARA et al.,
2013; DA SILVA; LOH, 2006).
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3.2.1 Sistema Aquoso Bifasico (SAB)

Os sistemas aquosos bifasicos (SAB ou em inglés aqueous two-phase system -
ATPS) fazem parte da classe de extracdo liquido-liquido tendo como caracteristica alta
eficiéncia do processo de transferéncia de massa ja que as duas fases que compde o SAB
sdo ricas em agua. De forma geral os SABs s&o formados por solucBes aquosas entre 0s
seguintes compostos: polimeros, sais inorgénicos, liquidos ibnicos e alcoois; os quais,
acima da concentracdo critica promovem espontaneamente a separacdo de fases
(BENAVIDES; RITO-PALOMARES, 2004). A Tabela 4 mostra a classificacdo geral de
SAB e suas caracteristicas principais.

Apesar dos diversos componentes formadores do SAB, a ideia geral permanece a
mesma, ou seja, no final do processo cada fase do sistema deve conter de forma
majoritaria um dos compostos formadores e que a(s) biomoléculas acompanhem uma
dessas fases. Além disso, a particdo das biomoléculas ocorre em condi¢bes néo-
desnaturantes, devido a elevada concentracdo de &gua em ambas as fases.

As interagfes quimicas especificas envolvidas na formacéao de fases nos SABs séo
altamente dependentes do tipo de SAB e o0s eventos fisico-quimicos envolvidos na
formacédo e separacdo do SAB sdo complexos, porém de modo geral, eles podem ser
simplificados com base na entalpia de hidratacdo e no equilibrio liquido de entropia.
Embora os dois principais compostos do SAB sejam primordialmente hidrofilos, a
entalpia de hidratacdo entre esses compostos difere. Como resultado, dois cenarios
termodinamicos sdo possiveis. Se a quantidade de energia no sistema for alta o suficiente
para superar a diferenca liquida entre entropia e entalpia de hidratacdo, os dois compostos
quimicos principais podem coexistir na sua concentracdo atual em uma Unica fase
homogénea. Caso contrério, a separacdo dos dois compostos é energeticamente

favorecida, promovendo a formacdo de duas fases (BENAVIDES et al., 2011).
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Tabela 4: Classificacdo geral dos SAB e suas caracteristicas principais

Grupo do . Exemplo de
Caracteristicas o
SAB Constituintes
e Sistemas baseados em polimeros e eletrélitos ou PEG - Dextrana
polimeros e solutos de baixo peso molecular.
Polimero- e Recuperacdo de proteinas, acidos nucleicos, PEG - PVA
Polimero células e organelas.
e Ambiente favoravel para proteinas e  PEG —Poliacido
biomoléculas sensiveis a forca ibnica. acrilico
e Sistema formado pela adi¢do de sal em solucdes PEG-Fosfato de
certos polimeros. Potassio
e Recuperacdo de proteinas, &cidos nucleicos,
Polimero - nanoparticulas e componentes de baixo peso PEG-Sulfato de
Sal molecular. Magnésio
e Sdo sistemas de baixo custo.
e Altas concentracdes de sal promovem elevadas ~ PEG-Tartarato de
forca idnicas. Sadio
e Sistemas formados por alcoois alifaticos e )
~ Alcool - Citrato de
solugbes aquosas com sal. Sédio
« . i
e Recuperagdo de componentes de baixo peso
" molecular. .
Alcool - Sal . . . . Alcool - K;HPO,
e Possuem bhaixa viscosidade, baixo custo e alta
recuperabilidade do solvente. " .
M tp (e o tivei : Alcool - Sais de
° M uitas p’ro einas ndo sdo compativeis com a fase Potassio
rica em alcool.
e Composto por liquidos i6nicos hidrofilicos e sais .
- [Camin]Br - Fosfato
cosmotrdpicos. .
P . P de Potassio
Liquido e Separam macromolécula sensiveis as forcas
I6nico (LI ibnicas. .
(LD X L . [Czmim]CI - Fosfato
e Nao sdo inflamaveis e nem volateis. .
o de Potéssio
e Alguns LI sdo toxicos.
e Sistemas formados por alguns surfactantes em
certas condicdes. Triton X — Citrato
Micelar Separam produtos sensiveis as forcas idnicas. de Sodio
e Os componentes podem ser reciclaveis.
e Podem prover um ambiente favoravel para ~ PEG —Triton X

materiais bioldgicos.

Os mecanismos relacionados a separacdo de duas fases aquosas, bem como o
comportamento de divisdo de solutos entre essas fases, sdo dominados pelo equilibrio
termodinamico do sistema o que difere para cada tipo de SAB baseados na natureza
quimica de seus dois componentes principais. Diante disso antes de qualquer aplicacdo

para extracdo ou purificacdo é imprescindivel determinar o diagrama de fases do SAB

Fonte: Adaptado de (RITO-PALOMARES, 2017).
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(Figura 4) visando identificar informacdes importantes. Ressalta-se que o diagrama de

fases é dependente das condicBes de temperatura, pH e presséo.

A —

1

—3pp Linha de Armarracéo (Tie-Line) A: V> 1

) @

B: VH=1

Regido
Monofésica

2 > C: V<1
% m/m Componente 1 (Fase de Fundo)

Figura 4: Representacdo esquematica de diagrama de fases de um SAB. Os pontos A, B
e C apresentam distintas relacdes de volume (Vr), entre as fases de topo e fundo, em uma
mesma Tie-Line delimitada pelos pontos 1 e 2. O ponto Pc representa o ponto critico da
solucéo.

% m/m Componente 2 (Fase de Topo)

Segundo SILVA (2006), a analise do digrama de fases indica por exemplo, a
capacidade dos compostos de formarem um SAB visto que, quanto maior a regido bifésica
maior é essa capacidade. A curva binodal divide as regides monofasica e bifasica e nela
estd presente um ponto conhecido como critico (Pc) onde ambas as fases possuem a
mesma composic¢do. Ademais s&o apresentadas a linhas de amarragéo ou Tie-Lines (TL)
as quais apresentam a composicao de equilibrio de cada fase de forma constante ao longo
da mesma (pontos 1 e 2 da Figura 4), porém com diferentes razdes volumétricas ou
massicas como pode ser observado para os pontos A, B e C da Figura 4 pela relacdo de

volume (V) conforme Equacgéo 3:
V.
Vg = T/VF 3

onde V; e Vi sdo os volumes das fases de topo e de fundo respectivamente.
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Além disso, o comprimento da tie-line (TLL) é um parametro que indica a diferenca
de composicdo entre ambas as fases dos compostos de um SAB sendo geralmente
utilizado para correlacionar as tendéncias na particdo dos mais variados solutos
(BENAVIDES et al., 2011; SILVA; LOH, 2006). O TLL pode ser obtido pela Equacéo
4.

TLL = \/(C1ly — C15)2 + (C27 — C2p)? (4)

onde C1; e C21 (% m/m) sdo as concentragdes dos componentes 1 e 2 respectivamente
na fase de topo e C1; e C2r (% m/m) sdo as concentragcdes dos componentes 1 e 2
respectivamente na fase de fundo. Comumente, no diagrama, o eixo da ordenada € usado
para o constituinte predominante na fase de topo, enquanto o eixo das abscissas é usado
para o constituinte predominante na fase de fundo. Constata-se ainda que a medida que o
valor do TLL aumenta, torna-se maior a diferenca de composicéo entre as fases, elevando,
consequentemente, a eficiéncia na extracdo e/ou particdo do soluto de interesse
(HESPANHOL et al., 2006). Vale ressaltar que, teoricamente no ponto critico o TLL é
igual a zero.

A particdo do soluto no SAB pode ser descrita pelo coeficiente de particdo (K,), 0
qual relaciona a concentracdo do soluto de interesse na fase de topo (Cr) com a

concentracdo do mesmo na fase de fundo (Cr) de acordo com a Equacao 5 a seguir:

Kp = CT/ Cr ®)

O coeficiente de parti¢cdo ndo é estimado de modo trivial uma vez que os solutos de
interesse interagem com os constituintes do sistema bifésico através de interagdes ibnicas
e hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio, forcas de van der Waals, podendo ainda interagir
consigo mesmos e com qualquer outro aditivo ou contaminante. Assim, a parti¢cdo dos
solutos serad seletivamente baseada na conquista do estado energético mais favoravel
(equilibrio termodindmico). De modo geral, as trés propriedades fisico-quimicas mais
influentes sdo o tamanho (peso molecular e didmetro hidrodindmico), carga eletroquimica
superficial e carater hidrofébico (ASENJO; ANDREWS, 2011; RAJA etal., 2012; RITO-
PALOMARES, 2017).
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3.2.2 Seletividade de Biomoléculas

Uma solugédo pode ser definida como uma mistura de duas ou mais substancias
que possuem propriedades quimicas e fisicas uniformes. No minimo existem dois
componentes para cada solucdo os quais sdo denominados de solvente e soluto e por uma
questdo de conveniéncia, a parte de uma solucdo em excesso é designada solvente e o
componente que estd em menor propor¢do é denominado de soluto. Pode-se ainda dizer
que qualquer substancia que dissolva outra é um solvente, contudo os solventes variam
em seu poder de dissolucdo e alguns dos fatores que influenciam a solvéncia séo:
condigdes de pressao e temperatura, pureza e associacdo molecular.

Na literatura, encontra-se diversas maneiras de classificar ou agrupar os solventes.
Entretanto, podemos separa-los em dois grandes grupos denominados de solventes
convencionais e ndo-convencionais (WYPYCH, 2014).

Os solventes convencionais s&o os principais solventes utilizados industrialmente.
Dentro dessa classe podemos destacar a agua, substancias inorganicas como acidos, bases
e sais e as substancias organicas compostos com alto teor de carbono geralmente oriundos
do petréleo (SMALLWOOD, 1997).

A utilizacdo dos solventes é de suma importancia para 0s processos de extracéo e
purificacdo, visto que a dissolucdo de solidos, transferéncia de calor e massa e
seletividade sdo imprescindiveis. Nesse sentido, uma boa definicdo de qual solvente
utilizar € primordial pois implicara na eficiéncia do processo e, consequentemente, na
competitividade de mercado. Além disso, ao final dos processos de extracdo/purificacdo
os solventes devem ser reciclados, reutilizados ou ainda descartados de forma
ambientalmente segura. Cada vez mais as agéncias governamentais tém se preocupado
com a poluicdo ambiental, de forma a adotar regras e regulamentos que afetam o uso de
muitos solventes.

Nesse contexto, os solventes ndo-convencionais visam se adequar aos conceitos
vinculados a “Green Chemistry”, os quais tém como objetivo o desenvolvimento e uso
de produtos quimicos e processos visando mitigar ou eliminar o uso ou geracdo de
substancias nocivas a saide humana e ao meio ambiente. Dentre os solventes nao-
convencionais pode-se destacar dois grandes grupos: liquidos i6nicos (LI) e os solventes
eutéticos conhecidos como Deep Eutectic Solvents (DES) no inglés (PLOTKA-
WASYLKA et al., 2017).
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Conforme mencionado anteriormente existem diversas combinacdes possiveis
para a formacdo de SABs. Entretanto, o estudo da biomolécula a qual pretende-se extrair
ditard qual deverd ser a melhor combinacdo de solventes considerando o custo, a
toxicidade, as condicbes de operacdo (pressdo, temperatura e pH), a seletividade e a
eficiéncia de recuperacédo do soluto e dos solventes envolvidos.

Visando extrair as biomoléculas de vanilina e de &cido ascorbico, encontra-se na
literatura diversos solventes. No entanto, muitos solventes organicos sdo inadequados
pois, 0s mesmos podem degradar a capacidade antioxidante dessas substancias. Assim,
apesar do grande numero de trabalhos dedicados ao problema da extracdo de vanilina e
acido ascorbico ou de modo geral substancias antioxidantes, observa-se algumas
desvantagens como: baixa seletividade/eficiéncia de extracdo e toxidade elevada para o
uso solventes comuns, como ésteres ou hidrocarbonetos parafinicos e benzeno; alta
viscosidade resultando numa transferéncia de massa lenta e de baixa eficiéncia inerentes
aos DES; alto custo, sintese dispendiosa, informacdes limitadas sobre toxicidade e baixa
biodegradabilidade inerentes aos LI (PLOTKA-WASYLKA et al., 2017). Todos esses
fatores dificultam a escolha do solvente apropriado. As Tabelas 5 e 6 demonstram alguns
dos coeficientes de parti¢do e as eficiéncias de recuperacdo relacionadas aos solventes

aplicados ao SAB para as biomoléculas antioxidantes de interesse nesse trabalho.

Tabela 5: SAB aplicados a recuperacdo de Vanilina

Coeficiente de Eficiéncia de

SAB Particdo (K)  Recuperacéo (R) Referéncia
Lis + KsPO4 49,59 - (CLAUDIO et al., 2010)
Carboidratos + Acetonitrila 9,67 90% (CARDOSO et al., 2013)
Poliis + Acetonitrila 49,00 90% (ALMEIDA etal,, 2014;

CARDOSO et al., 2014)
Alcoois + Sais 430,00 99,93% (REIS et al., 2012)

Os sistemas compostos por solventes organicos usando alcoois e sais tém sido
usados para separacdo de biomoléculas, e apresentam como vantagem a baixa
viscosidade, alta polaridade, baixa toxicidade ambiental e a facil recuperacao dos alcoois,
enguanto que os sais podem ser recuperados atraveés da precipitacédo, por tudo isto, o custo
associado a estes sistemas € reduzido o que € bastante atrativo pois, o valor comercial da
vanilina gira em torno de 15 USD/kg o que pode ser facilmente superado pelo custo de
um solvente do grupo dos LI (KAYGORODOV et al., 2010; OOl et al., 2009).
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Tabela 6: SAB aplicados a recuperacéo de Acido ascdrbico ou Antioxidantes

Coeficiente de Eficiéncia de A
SAB Particéo (K) Recuperacéo (R) Referencia
Polimeros + Sais 18 95% (ALMEIDA et al., 2014)
Polimeros + Sais + LI 30 97% (ALMEIDA et al., 2014)
(adjuvante)
DES + Sais 35 98% (FARIAS et al., 2017)
Alcoois + Sais 0,018 95,5% (REIS et al., 2012)

Segundo REIS et al. (2012), € possivel separar simultaneamente acido ascérbico
e vanilina utilizando SABs compostos por alcoois e sais através de residuos alimentares.
Observando que a vanilina se concentra preferencialmente na fase rica em éalcool,
enguanto que o &cido ascorbico migra para a fase rica em sal o que pode ser explicado
pelo carater hidrofilico de cada biomolécula. Além disso, pode-se obter fatores de
recuperacdo na ordem de 99,93% e 95,5% para a vanilina e o &cido ascoérbico,
respectivamente, utilizando SAB compostos de 50% de etanol + 15% de Ko:HPO4 + 35%
H>O e 50% de 2-propanol + 15% de KoHPO4 + 35% H20, respectivamente sendo as
porcentagens consideradas em massa. Nesse contexto, a utilizagdo de SABs compostos
por alcoois e sais para extracdo de vanilina e de acido ascérbico torna-se vantajoso uma
vez que, além de interagir satisfatoriamente com as biomoléculas sem comprometé-las,
possuem custo acessivel e alta recuperabilidade dos solutos e solventes. Além disso, ao
comparar com outros processos de extracdo e os diversos solventes, percebe-se que 0s
solventes convencionais ainda sdo os mais utilizados na indUstria, porém, vale ressaltar
que dentro desse grupo existem grandes distincbes de seletividade, toxicidade,
recuperabilidade além da interacdo com a biomolécula sem comprometé-la. Nesse

cenario, o alcool se destaca.

3.2.3 Sistemas Aquosos Bifasicos em Operacéo Continua

Os SABs sdo uma alternativa limpa e com vasto histérico de utilizagdo no
particionamento de uma grande variedade de biomoléculas de interesse de seus
contaminantes, explorando as diferencas de peso molecular, hidrofobicidade, ponto
isoelétrico entre outras caracteristicas. Embora os SABs sejam conhecidos por serem
sistemas biocompativeis e de facil manipulacdo da escala de operacdo, algumas das
desvantagens desta tecnologia estéo relacionadas as limitacdes de separacéo de fases de

sistemas altamente viscosos, alto custo de alguns solventes e falta de know-how em
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termos de operacao, instalacdes e equipamentos. Além disso, a maioria de suas aplicacfes
foram desenvolvidas em escala de bancada visando operar em sistema de batelada (RITO-
PALOMARES, 2017; SOARES et al., 2015).

Contudo, 0 sucesso obtido em estudos realizados em pequenas escalas e em
batelada, possibilitam que os mesmos sejam ampliados e utilizados em sistemas
continuos. Isso envolve esforcos na integracdo do processo, a fim de reduzir o consumo
de matéria-prima, diminuir o tempo e o0s custos do processo e aumentar o rendimento
tornando o procedimento industrialmente competitivo (CROUGHAN et al., 2015;
JUNGBAUER, 2013; ZYDNEY, 2016). Entretanto até 0 momento, as delimitacdes das
caracteristicas de operacdo, validacdo dos desenhos de reatores e analise econdmica de
sua aplicacdo foram poucos explorados para o processo em estado continuo. No entanto,
estudos comprovam a grande oportunidade de extrair biomoléculas através de SABs em
operacdo continua (CAVALCANTI etal., 2008; ESPITIA-SALOMA et al., 2014; ROSA
etal., 2012; VAZQUEZ-VILLEGAS et al., 2015).

Em geral, as operagdes ou etapas utilizadas em processos operando em batelada
devem ser realizadas para 0s processos em operacdo continua. Contudo as etapas de
alimentacdo, bombeamento, mistura, purificacdo/recuperacdo das biomoléculas e
tratamentos das fases para reutilizacdo ou descarte devem possuir sistemas para que

operem continuamente, conforme Figura 5.

Reciclagem

. ETAPAL: ETAPA 2:  ETAPA3: COALESCERE | ETAPA 4: . ETaPas:
| PREPARAGAO | BOMBEAMENTO | SEPARAR ! RECUPERACAODAS | MULTIESTAGIO |
‘ i E MISTURA i 1 FASES ! §
i i uriticagao r—
3 da Fase 1 Interesse ¢ :
Misturar |—->| Coalescer |—>| Separar |
1 + |
| Solugdo i i B
' | da Fase 2 Contaminantes

Figura 5: Etapas para execucdo do SAB continuo.
Fonte: Adaptado de (RITO-PALOMARES, 2017).
A primeira etapa consiste em preparar os estoques das solucdes de cada fase e da
amostra, reservando-os em recipientes distintos para posterior bombeio ao reator. A

amostra pode ser bombeada individualmente ou diluida em uma das correntes dos
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componentes. Observa-se que esta etapa pode fazer parte do ciclo continuo. A segunda
etapa contempla a mistura adequada das fases de modo a permitir que a molécula de
interesse entre em contato com a sua fase preferencial. Em sistemas de batelada, este
estagio é realizado manualmente usando agitadores mecanicos. Ja em sistemas continuos,
0 encontro entre os fluxos bombeados pode ser usado para executar esta operacdo ou
ainda ser executado por misturadores estaticos ou agitadores mecanicos.

A terceira etapa foca na coalescéncia seguida da separacdo das fases o qual
resultard na formacdo da fase de topo e da fase de fundo, caracteristicos dos SABs. A
etapa seguinte consiste em recuperar a fase a qual o produto de interesse esteja contido,
podendo ser direcionada para etapas posteriores de purificacdo. Ja a fase contendo 0s
contaminantes pode ser descartada ou enviada para um processo de reciclagem de modo
a retornar ao ciclo continuo. Vale salientar que em processos continuos, as fases topo e
de fundo sdo formadas continuamente diferentemente dos processos em bateladas as
quais teremos apenas uma recuperacao e/ou descarte final. Além disso, a conducao direta
da fase contaminada para reinjecao no reator deve ser evitada, uma vez que a quantidade
e a caracteristica dos contaminantes podem ser diferentes da amostra original, o que pode
implicar em alteracGes no comportamento da parti¢cdo do produto de interesse.

O tdpico a seguir descreverd os principais tipos de reatores que podem ser
utilizados nas operagdes continuas de SABs identificando as principais caracteristicas e

problemas operacionais de cada um.

e Reatores

Conforme mencionado anteriormente, ndo ha equipamentos especializados para
executar processos continuos envolvendo SAB. Dessa forma, os equipamentos utilizados
até hoje para esse propdsito sdo 0os mesmos empregados em extracdes liquido-liquido
tradicionais. Entretanto, para cada SAB a geometria, a cinética e a dindmica dentro desses
prototipos podem variar, mas em suma, 0 equipamento adequado para executar todas
essas tarefas seria um sistema fechado com a capacidade de variar todas as suas vazoes
de entrada, ter no minimo trés alimentacGes e conter tomadas de amostragem em
diferentes estagios do procedimento de extracdo e recuperacao de fases. Nesse sentido,
os dispositivos mais comuns empregados para processos SAB continuos sdo colunas, as
quais podem ser divididas em dois grupos o das colunas estaticas e o das colunas agitadas
(ESPITIA-SALOMA et al., 2014).
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O primeiro grupo (Figura 6) contempla as colunas spray, colunas de enchimento
(packed) e colunas de pratos (sieve plate). J& ao segundo grupo (Figura 7), pertencem as
colunas com discos rotativos (RDC), colunas pulsadas e colunas agitadas com
impelidores (vane-agitated). A principal variavel entre os modelos citados anteriormente
€ 0 mecanismo de transferéncia de massa (ESPITIA-SALOMA et al., 2014).

Coluna de Spray Coluna de Enchimento

Coluna de Pratos

Fase leve Fase leve Fase leve

Interface Interface

Fase pesada

Interface
Fase pesada —fp 1
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7T

Fase pesada ——{p!

{ @—Bolhasda

fase leve "Downcomer”

Enchimento
Prato perfurado

Fase leve —gpi <%~
(L §— Prato de suporte

Fase pesada ‘—P Fase pesada

Fase leve ——pi "~~~ ol Distribuidor

Fase leve

Fase pesada

Figura 6: Colunas Estéticas.
Fonte: Adaptado de (BERNARDO; GRANJO, 2017).
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Figura 7: Colunas Agitadas.
Fonte: Adaptado de (ABEL FERREIRA et al., 2007; KMPS, 2018).

A maioria dos reatores possui algum dispositivo de agitagdo, a presenca fisica
destes dispositivos diminui o contato das fases coalescidas com a alimentacao iniciais
(ndo reagida) e acelera a interacdo das fases aumentando a transferéncia de massa entre
elas (ROSA et al., 2012). Porém, € importante notar que a agitacdo pode ser uma
vantagem no inicio do processo de extracdo SAB, contudo ao final do processo as fases

devem estar imunes a agitacdo para que ndo ocorra o retorno da mistura. Além disso, a

35



agitacdo elevada pode resultar na emulsificacdo das fases em sistemas que apresentam
baixa tensdo interfacial (RITO-PALOMARES, 2017). A Tabela 7 apresenta as principais

caracteristicas de cada um dos reatores descritos anteriormente.

Tabela 7: Caracteristicas principais dos reatores utilizados em SAB continuos.

Parametros
Colunas L. Vantagens Desvantagens
Operacionais
Facil construcdo. e  Alto retorno da mistura.
e Vazdo. Fécil limpeza. e Obtencdo lenta das
Spray e N°de furos do Baixo custo de condicdes estacionarias.
distribuidor. manutengao e e Usado somente em sistemas
operacao. com baixa tensdo interfacial.
e Vazdo. Baixo retorno da x
. o . . Inundagéo.
Discos e NP°de discos. mistura. . .
. . o Baixa eficiéncia de
Rotativos e  Rotacdo dos Alta transferéncia x ~
. separacdo em altas vazoes.
discos. de massa.
Boa eficiéncia de S
. Emulsificacéo.
3 mistura. . ~
e Vazdo. . . Baixas vazbes como
. Baixo nivel de o
Pulsante e Frequéncia de A condicdo para um bom
N turbuléncia. o
pulsacao. . desempenho limitam a taxa
Alta transferéncia N
de transferéncia de massa.
de massa.
Elevado tempo de
contato.
x Baixo retorno da
e Vazdo. . .
. . mistura. e Capacidade de
Enchimento e Tipo de . :
. Facil controle. processamento reduzida.
enchimento. Y.
Obtencéo répida
das condigBes
estacionarias.
Baixo retorno da
x mistura.
e Vazdo. Miltiol Aai
Gltiplos estagios .
N° de pratos. P . _g Capacidade de
Pratos de coalescéncia. .
e N°de furos nos . processamento reduzida.
Obtencdo réapida
pratos. -
das condicdes
estacionarias.
e Vazdo. Rapido
e Rotacdo dos mecanismo de
. impelidores. coalescéncia. e Capacidade de
Impelidores " ) . s .
e Area livre entre Obtencdo réapida processamento reduzida.
impelidores e das condicdes
reator. estacionarias.

Fonte: Adaptado de (ESPITIA-SALOMA et al., 2014).
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Os modelos apresentados anteriormente quando aplicados a SAB continuos
podem apresentar alguns problemas operacionais (Figura 8) os quais limitam a selecdo
dos seus parametros 6timos, entre esses problemas podemos citar:

e Inundagdo: se as vazdes forem maior do que necessario, ndo ocorrera a
coalescéncia entre as fases e alguma das fases pode prevalecer fazendo com a
interface fique acima do limite.

e Retorno da Mistura: as fases coalescidas estdo em contato com alimentacdes
iniciais fazendo com as mesmas sejam arrastadas para a saida.

e Emulsificacdo: sdo formadas minasculas goticulas, elevando o tempo de
coalescéncia além do necessario fazendo com que a fase do contaminante
invada as saidas da fase de interesse.

e Baixa eficiéncia de separacdo das fases: se o dispositivo de separacao tiver
um comprimento pequeno, impedira a coalescéncia das fases, fazendo com

que ambas as fases sejam obtidas na mesma saida.

1 c
= = ¢y 7 b=
e | —
=] A A -
u:J ' :
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A ? B ‘g’l ‘ =

Figura 8: Problemas em SAB continuo: A) Inundacéo B) Retorno da Mistura C) Emulsificacdo
D) Baixa eficiéncia de separacao das fases.
Fonte: (RITO-PALOMARES, 2017).

A escolha e modelagem do desenho do reator que se adeque a operagédo continua,
evitando os problemas anteriormente relatados deve promover com eficiéncia a particdo
de biomoléculas em SAB, geralmente tentando replicar as taxas de recuperacdo obtidas
em experimentos operados em batelada. Nesse sentido, é recomendado que inicialmente
0 processo seja explorado em sistemas de pequena escala (bancada) em batelada visando
obter a melhor composic¢édo para 0 maximo fator de recuperacéo. De acordo com RITO-
PALOMARES (2017), ap6s os testes em batelada sugere-se que 0s sistemas sejam
testados em operacdo continua para enfim utilizar os sistemas denominados de plantas

piloto onde as variaveis operacionais do sistema podem ser estudadas a nivel industrial.
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Capitulo 4

4. PROJETO DO REATOR E DO SISTEMA DE AGITACAO

Considerando os modelos de reatores, disponiveis na literatura que podem ser
aplicados a SAB continuos desenvolveu-se um reator com o objetivo de realizar testes
operacionais para o particionamento de vanilina e de &cido ascérbico de forma individual
e simultdnea. Para tal, os requisitos execucdo dos experimentos incluem: controle de
vazdo de uma ou duas fases simultaneamente, controle de agitacdo e controle de

temperatura. Nesse contexto é proposto o seguinte prototipo reator:
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Figura 9: Modelo do prot6tipo de reator e reator construido.
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Figura 10: Dimens6es do reator (milimetros). Pontos 1 e 2 entrada e saida do
encamisamento. Pontos 3 e 4 coletas das fases coalescidas e separadas. Pontos 5 e 6
alimentagdes das fases.

De acordo com o projeto do reator (Figura 10) o0 mesmo possui dois pontos de
coleta (pontos 3 e 4) e duas alimentac6es (pontos 5 e 6) possibilitando o bombeamento
da fase de topo e de fundo individualmente ou simultaneamente. Além disso, visando
controlar a temperatura de operagdo do sistema o reator € encamisado (pontos 1 e 2).
Todo o reator foi construido em vidro possibilitando féacil higienizacdo, atuagdo inerte e
boa visualizacdo da operacdo. O volume util do reator ap6s construcdo € de
aproximadamente 440 mL.

O sistema de agitacdo projetado consiste em um eixo com impelidores de pas retas
ou também como séo conhecidas, palhetas, construido em aco inox 304 e contam com
um sistema de ajuste de posicionamento e fixacdo ao eixo conforme ponto 1 da Figura
11. Para o sistema de agitacdo foram fabricados e distribuidos uniformemente ao longo
do eixo, trés impelidores visando obter zonas de coalescéncia uniformes ao longo de todo
reator. No entanto, os impelidores séo posicionados distante o bastante das alimentacoes

evitando o efeito de retorno da mistura.
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Figura 11: DimensGes do eixo (milimetros) com impelidores retos pertencente ao sistema
de agitacdo.

A Figura 12 mostra esquematicamente como o reator deve ser montado e operado
com o sistema de agitagéo.

Saida Fase Entrada
de Topo

Encamisamento
Entrada Fase

de Fundo

Vista Superior

Entrada Fase

de Topo
Saida Fase

Saida
de Fundo

Encamisamento

Figura 12: Montagem do reator e esquematico de opera¢do continua.
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Nos primeiros testes apos a montagem do reator observou-se que o sistema de
agitacdo se encontrava desbalanceado em funcéo do seu comprimento e posicionamento
dos impelidores. Esse desbalanceamento gerou a colisdo dos impelidores com as paredes
do reator e grande turbuléncia ocasionando o desequilibrio do SAB e dificuldades para o
controle da velocidade de agitacdo. Nesse sentido foi projetado um sistema de
centralizadores, usinados em teflon, material leve e inerte quimicamente, conforme

Figura 13. Além disso, os centralizadores auxiliam os efeitos da interagao entre as fases.

Figura 13: Dimens6es do centralizador (milimetros) do sistema de agitac&o.

Observou-se também que a interface entre as fases de topo e de fundo do SAB
selecionado € muito proxima da alimentacdo da fase de topo. Dessa forma o
dimensionamento do reator deve levar em consideracdo a composi¢do do SAB e as suas
possiveis proporcdes em uma mesma Tie-line. No entanto, para este trabalho foi mantido
a composicao 6tima obtida por Reis et al. (2012) com o intuito de manter os critérios de

comparacao.
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Capitulo 5

5. ARTIGO

Neste capitulo é apresentado em forma de artigo cientifico, organizado conforme
as normas propostas pelo peridédico de publicacdo. Este capitulo traz uma pequena
introducdo, os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento do artigo, os resultados
obtidos e sua discussdo, além das conclusdes.

No artigo intitulado de “Selective and continuous recovery of added-value
compounds from food waste using aqueous two-phase system” foi projetado e construido
um reator dotado de um sistema de agitacdo por impelidores para o estudo da recuperagéo
seletiva e continua de &cido ascorbico e de vanilina a partir de residuos de alimentos e
outras fontes utilizando um sistema aquoso bifasico formado por alcool e sal.

Este artigo sera submetido em um periddico com classificacdo Qualis CAPES.
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Abstract

In this study, ascorbic acid and vanillin were recovered using semi-continuous and
continuous aqueous two-phase system (ATPS) formed by ethanol (C:HsOH) and
dipotassium hydrogen phosphate (K:HPO4). For operation, a column reactor was
designed allowing the temperature control by a coating system and the circulation of up
to two phases simultaneously. The reactor was equipped with a stirring system composed
of shaft and impellers known as vanes. In the experiments the influence of the volumetric
flow rate and the agitation speed were analyzed to optimize the recovery of the
biomolecules of interest. The best recovery values were obtained in semi-continuous
operation at low rotations (60 rpm) and high volumetric flow rate (6.0 mL.min). These
parameters were used to verify the partitioning using a real food matrix (Diet Pudding Dr.
Oetker) which obtained recovery rates of up to 75% for ascorbic acid in bottom phase and

62% for vanillin in top phases.

Keywords: Continues column reactor; partitioning; biocompounds; aqueous two-phase

system.
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1. Introduction

Agueous two-phase system (ATPS) is a strategy of liquid-liquid extraction (LLE),
which is constituted by two immiscible aqueous phases with different physical and
chemical properties (Garza-Madrid et al., 2010). ATPSs are based on polymers (dextran,
polyethylene glycol, polyvinylpirrolidone, among others), salts (phosphate, citrate,
sulfate, among others), ionic liquids, carbohydrates and organic solvents (alcohols,
organic acids, acetonitrile, tetrahydrofuran, etc.) combined over a critical concentration
(Grilo et al., 2014; Souza et al., 2015a; Cardoso et al., 2014).

This strategy is widely used for recovery, partition, concentration and purification
of several target biocompounds such as antibody (Campos-Pinto et al., 2017; Rosa et al.,
2012), proteins and enzymes (Song et al., 2018a, Souza et al., 2015b), toxins (Gomez et
al., 2016; Cavalcanti et al., 2008), antibiotics (Rabieenezhad and Roosta, 2018; Marques
et al., 2013), antioxidants (Lima et al., 2017; Almeida et al., 2014) and alkaloids (Placido
et al., 2018; Flieger et al., 2015). The use of ATPS in these applications present many
advantages such as low interfacial tension, biocompatibility, process integration, high
selectivity, easy implementation and scalability (Raghavarao et al., 2003).

However, the industrial implementation is still limited due to the difficulty of
separating phases when using viscous compounds (polymers, ionic liquid and some
carbohydrates), low recyclability and high cost of the constituents (Soares et al., 2015).
In order to overcome these disadvantages, some authors proposed the phase recyclability
(Song et al., 2018b; Sankaran et al., 2018), the use of organic solvents (Santos et al., 2016;
Li et al., 2017) and the performance of the protocol in continuous mode because allows
robust purification of labile biocompounds (Vazquez-Villegas et al., 2015; Espitia-
Saloma et al., 2014; Jungbauer, 2013).

Since now, studies focused on operational characteristics, validation of reactor
designs and economic analysis for continuous process in ATPS have been few explored.
According to Rito-Palomares and Benavides (2017), there is not still available specialized
equipments, therefore the design reactor is those used in traditional LLE, highlighting
spray column (Srinivas et al., 2002), packed column (lgarashi et al., 2004), conventional
or perforated rotating disc contactor (Kalaovani and Regupathi, 2016; Porto et al., 2004),
pulsed-cap micro column (Rabelo and Tambourgi, 2003) and column with impellers
(Biazus et al., 2007).

In this context, the present work was addressed to propose a design for a jacketed

column reactor with two feeds and two outputs operating in continuous or semi-
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continuous mode. Moreover, the system was agitated by impellers (vertical 4 blades)
adequately distributed in the reactor. It was studied the effect of volumetric flow rate and
the agitation speed in the selective partition of ascorbic acid and vanillin, compounds
present in several food waste. The results were compared with previous work by Lima
and co-authors (Reis et al., 2012), who carried out the same system in batch operation.

It should be noted that according to the Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAQO) approximately one third of global food production is lost or
wasted, which represents about 1.3 billion tonnes per year (Gustavsson et al., 2011).
These food wastes are originated from agricultural activity such as fruits, grains,
vegetables production, or industrial activity as foods with expired validity. In addition,
these residues contain compounds of high-added value, which can be extracted and
purified. A good example is ascorbic acid (antioxidant) and vanillin (flavor), which were
used as target biomolecules in this work.

Ascorbic acid (CsHgOg) or vitamin C is a crystalline white solid, odorless, water
soluble and poorly soluble in organic solvents. This biocompound is present in several
vegetables, mainly in citric fruits, and it is used as supplement to reinforce dietary (Uddin
et al., 2001). Moreover, it is well known as an antioxidant used in preservation of
industrial food. On the other hand, vanillin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd) is also a
crystalline white solid, soluble in organic solvent (alcohols and chloroform), and presents
as the most widely used flavor in food industry (Jadhav et al., 2009). Besides that, this
biomolecule has antioxidant and antimicrobial, anticlastogenic, antimutagenic and

antitumor properties (Mourtzinos et al., 2009).

2. Material and Methods

2.1. Material

The ATPS was prepared using ethanol — CAS n° 64-17-5 (> 99 wt%) supplied by
Neon (Sao Paulo, Brazil) and dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) — CAS n° 7758-
11-4 (> 98 wt%) acquired from Dinamica Quimica (S8o Paulo, Brazil). The target
biomolecules used in the partitioning were ascorbic acid (> 98 wt%) - CAS n° 50-81-7
purchased from Labsynth (Séo Paulo, Brazil) and vanillin (> 99 wt%) CAS n° 121-33-5
acquired from Dindmica Quimica (S&o Paulo, Brazil). For a real application, diet pudding

Dr. Oetker was used. Ultrapure water that was double-distilled, passed by a reverse

46



osmosis system and further treated with a Mill-Q plus 185 water purification apparatus

was used in all experiments

2.2. Reactor Design

The Figure 1 depicts the design of column reactor used in the partition of
biomolecules. The reactor was built in glass, having 550 mL of nominal capacity and a
useful volume of 440 mL. The temperature was controlled by a jacketed system (points 1
and 2), and the samples were collected by points 3 and/or 4, and feeds were performed at
points 5 and/or 6. The experiments were conducted with mixing system, which is formed
by an axis with 3 impellers (vertical 4 blades) made in stainless steel 304, positioned
equidistant (in this study) or can be adjusted along the axis by means of fixing screws
(point 7). In order to avoid the imbalance of the shaft and consequently the collision of

the impellers with the walls of the column, centralizers machined in Teflon.

2.3. Selective Partitioning of Biomolecules

ATPS composition was based on batch experiments performed in our previous
studies (Reis et al, 2012), which identify the best condition to recovery separately vanillin
and ascorbic acid (50 wt% CoHsOH + 15 wt% KoHPO4 + 35 wt% H20). The ATPS was
prepared mixing and homogenizing the system constituents, and then the column reactor
was full filled with the ATPS, left in rest for 8 h at least to reach the thermodynamic
equilibrium, and make clear the interface. The operation was carried out in a semi-
continuous and continuous mode, and regardless of the operation condition the volume
of the reactor remained constant (inlet volumetric flow = outlet volumetric flow). It is
noteworthy that in all experiments the disperse phases pumped to the column reactor had
volumes similar to the phases contained in the reactor.

Initially, it was studied the partition of biomolecules pure in the semi-continuous
mode, i.e., a disperse phase with same composition of top or bottom phase contend the
biomolecule and a stationary phase (inside of reactor). Protocol 1 - vanillin was dissolved
in a bottom phase and pumped into the reactor through point 5 (Figure 1a), and harvested
in the same ratio at point 3. Protocol 2 - ascorbic acid was dissolved in the top phase and
pumped into the reactor through point 6, and the collected occurred in the point 4. In
sequence, it was studied the continuous mode, i.e., two disperse phase with same
composition of phase, one of then contend ascorbic acid was dissolved in the top phase

and pumped in the point 6 and is removal by point 4, and simultaneously the vanillin
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dissolved in the bottom phase was pumped into countercurrent by point 5 and harvested
in the point 3 (Protocol 3). Finally, the experiment was carried out using a real sample
(diet pudding Dr. Oekter), which was dissolved in the bottom phase, pumped in the point
5 and collected by point 3 (Protocol 4), also operating in semi-continuous mode. For all
cases, the target biomolecules were dissolved in the phase of lower affinity, and pumped
in countercurrent with the phase of greater affinity, aiming to promote the retention of the
biomolecule in this phase. All Protocols are demonstrated in Figures S1, S2, S3 and S4
of Supporting Information.

It was evaluated the effect of agitation speed (60, 150. 275 and 360 rpm) at 3
mL.min? and the effect of volumetric flux (1.5; 3.0; 4.5 and 6.0 mL.min™) at 60 rpm. All
experiments are carried out at 298.15 K and 0.1 MPa.

During the operation, samples of the bottom phase were harvested (pre-set time)
to measure the concentration of biomolecules, and the concentration of biomolecule in
top phase was determined through mass balance. For semi-continuous mode (Protocols
1, 2 and 4), the samples after measurement was returned to the reactor, aiming to keep
the volume of ATPS. The partition coefficient (K) was determined by the ratio between
the concentration of biomolecules (C) in top (T) and bottom phase (B), as described in

equation (01).

(01)

In order to analyze the recovery of biomolecules, it was defined the index of recovery
(IR) as shown in equation (02). The IR consists of the ratio between the concentration (C)
of the target biomolecule and the maximum concentration (Cwax) of the biomolecule in
the analyzed phase. The selectivity (S) of the systems was determined by the ratio
between the partition coefficients of vanillin (Kvan) and ascorbic acid (Kaa) as show the
equation (03).

C

R=— (02)
_ Kvan
§ = fan (03)
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Figure 1: Design of column reactor and its constituents. a) dimensions of the reactor; b) dimensions of impellers; ¢) dimensions of the centralizer;
d) axis and equidistant impellers; e) assembly of the reactor and f) real reactor. All dimensions are in millimeters. Points 1 and 2 are part of the
temperature control system through the reactor jacketed. The samples were collected by points 3 and/or 4, and feeds were performed at points 5

and/or 6. The position of the impellers on the axis can be adjusted by the screw positioned in point 7.
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The mass transfer coefficient (Kpa) (min') was evaluated according to material

balance proposed by Pawas et al (1997) and shown briefly through the equation (04).

_Fp Cpi—KCs
Kpa = v X In (ch—Kcs) (04)

where Fp is volumetric flow rate (mL.min™t), V is the volume of ATPS (mL), Cpi and Cpt
are the initial and final biomolecule concentrations in the dispersed phase (mg.mL?), K
is the partition coefficient of biomolecule (dimensionless), Cs is the concentration of
biomolecule in the stationary phase in steady-steady (mg.mL™).

In order to understand the effect of dispersed phase flow rate in the kind of flow
regime, Reynolds number (Re) was calculated. Re is a ratio between the inertial forces and
viscous force, as described in the equation (05).

R, = 2% (05)

where p and p are each phase density (kg.m) and viscosity (Pa.s), respectively; v is the
dispersed phase velocity (m.s) and d is the diameter of reactor (m).

Density and dynamic viscosity for each phase were determined at different
temperatures (293.15 — 323.15 K), with an uncertainty of £ 0.02 K, using an automated
SVM 3000 Anton Paar rotational Stabinge viscosimeter-densimeter. The density assays
have an absolute uncertainty of 0.5 x 102 g.cm=, and the relative uncertainty of the
dynamic viscosity measurements is 0.35%. The equipment was calibrated using a

standard solution.

2.4. Determination of Biomolecules Concentration

The concentrations of vanillin and ascorbic acid in the bottom phase were
quantified through UV-spectroscopy (UV-Vis Hack DR 5000 spectrophotometer) at a
wavelength of 280 and 265 nm, respectively, as described by Aydogys et al (2002),
Hussein (2013) and Cardoso et al. (2015). The standard curves were previously
established using each biomolecule at different concentrations, applying as a blank
solution either water (calibration curve) or the corresponding phase being analyzed

(partitioning process).
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3. Results and Discussion

In 2012, our research group reported a selective partition of ascorbic acid and
vanillin using a batch aqueous two-phase system based on different alcohols and
inorganic salts. The optimized operational condition was 50 wt% C,HsOH + 15 wt%
K2HPO4 + 35 wt% H-0, at 298.15 + 1 K and 0.1 MPa. The results have shown that a
recover of vanillin in top phase — Ryanyt = 99.93 + 0.01 % and recovery of ascorbic acid
in bottom phase Raag= 90 + 1%. Moreover, these conditions were applied in real sample
(diet pudding) and the results were Rwan)t = 99.62 £ 0.05 % and Raa)s = 38 + 3 %) (Reis
et al., 2012). This study used the same conditions to selectively recovery ascorbic acid
and vanillin to evaluate the column reactor design operating in semi-continuous and

continuous mode.

3.1. Partition of Standard Biomolecule

In this work, we used standards of vanillin (protocol 1) and acid ascorbic (protocol
2) separately in a column reactor with 3 impellers (vertical 4 blades). Initially, it was
studied the effect of agitation speed (60, 150, 275 e 360 rpm) with a volumetric flow rate
of 3 mL.min? of vanillin 0.05 mg.mL™? (dissolved in bottom phase) or 0.02 mg.mL™*
ascorbic acid (dissolved in top phase) at 298 + 0.1 K and 0.1 MPa in the recovery index
(Figure 2 and Tables S1-S2 of Supporting Information). It should be noted that the initial
concentrations were determined by the solubility coefficient of the biomolecules in the
respective phases.

Vanillin moved from bottom phase or salt-rich phase (feed) to top phase or
ethanol-rich phase because present a hydrophobic character (logarithm of octanol water
coefficient: log Kow = 1.19 - Noubigh et al., 2010). However, the agitation speed has a
soft effect in recovery index of vanillin in top phase (IRwan)T), ranging between 95 to 99
%. In this case, the volume of phase to be crossed (330 mL) is large and the agitation
speed has little influence in the mass transfer (Kpa ranged from 7,4 x 102 h™ to 1.6 x 10
2 h1), as show the Table 1. On the other hand, the ascorbic acid is hydrophilic (log Kow =
-1.85 - Takacs-Novak and Avdeef, 1996) and migrated from top (feed) to bottom phase,
ranging to 26 to 36 %. In this case, increasing the agitation speed the recovery index of
ascorbic acid in bottom phase IRaa)g decreased. The ascorbic acid feed crossed through
only 110 mL (volume of bottom phase), consequently, a higher agitation speed probably
disperses the sample, reaching quickly the top phase and decreasing the contact between
the phases. Biazus et al (2007) reported that agitation speed increases the mass transfer.
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However, in high agitation the surface area of droplets is increased and promote a body-

rigid behavior and reduces the mass transfer rate, whose Kpa ranged from 6.7 x 10 2 h*!

t0 4.2 x 102 h' (Table 1).
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Figure 2: Effect of agitation speed (4 - 60 rpm; = - 150 rpm; ¢ - 275 rpm and ® - 360

rpm) in recovery index of vanillin - top phase (a) and ascorbic acid - bottom phase (b)

using aqueous two-phase system composed by 50 wt% ethanol + 15 wt% K;HPO4 + 35

Wt% water at 298.15 + 1 K and 0.1 M. Dispersed phase flow rate of 3 mL.min* of vanillin
0.05 mg.mL*? (dissolved in bottom phase) or 0.02 mg.mL* ascorbic acid (dissolved in

top phase).

Table 1: Effect of agitation speed in the parameters for mass transfer of biomolecules in

ATPS after the steady state.

Partition of Vanillin (Protocol 1)

Agitation speed (rpm) K Kpa (h?)
60 54.86 7.42x 103
150 130.58 3.10x 103
275 21.03 4.13x10°
360 25.38 1.56 x 1072

Partition of Ascorbic Acid (Protocol 2)

Agitation speed (rpm) K Kpa (h?)
60 2.13 6.67 x 102
150 2.39 5.39 x 102
275 291 3.77 x 102
360 2.81 4.27 x 102

Re in top phase and bottom phase is 14.31 and 38.86, respectively.
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The range of viscosity and density of each phase in different temperature (293.15
— 323.15 K were measured in order to calculate the Reynolds number for each
experimental condition. These determinations are important characterization to evaluate
the design of reactor and to understand the kind of flow regime and mass transfer (Quental
et al, 2015). The density and viscosity values at different temperatures are depicted in
Figure 3 (Table S3 and S4 of Supporting Information). The linear and exponential trend
for density and viscosity, respectively, are typical for ATPS (Oliveira et al., 2019). For
the studied system, the density ranged between 0.839 and 0.866 g.m™ (ethanol-rich
phase); and, 1.506 and 1.524 g.m (salt-rich phase). The density of the solvent-rich
phases is similar to those found with other systems based on organic solvents such as
tetrahydrofuran ranging between 0.873 and 0.905 g.m* (Sousa et al., 2017); and
acetonitrile ranging 0.806 and 0.837 g.m™ (Oliveira et al, 2019); and smaller than those
observed in polymer such as PEG-1000 (1.089 — 1.091 g.m) reported by Snyder et al
(1992). The viscosity ranged between 1.033 and 2.286 mPa.s (ethanol-rich phase); and,
4.902 and 11.060 g.m (salt-rich phase). The viscosity of solvent-rich phase was higher
than acetonitrile (0.312 — 0.505 mPa.s — Oliveira et al, 2019) and tetrahydrofuran-rich
phase (0.420 — 0.651 mPa.s — Sousa et al., 2017), while the other phase is less viscous
than those using polyvinylpirrolydone (10.556 — 30.056 mPa.s - Oliveira et al, 2019) and
glucose (6.900 — 24.551 mPa.s — Sousa et al., 2017).
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Figure 3: Experimental density (a) and viscosity (b) for aqueous two-phase system based
on 50 wt% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water at different temperatures (283.15
—338.15K) and 0.10 £ 0.01 MPa. ® - bottom phase and = - top phase.
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In the further trials, agitation speed of 60 rpm has been chosen due to the higher
migration of vanillin and ascorbic acid to top and bottom phase, respectively. The effect
of dispersed phase flow rate (1.5; 3.0; 4.5 and 6.0 mL.min) in the recovery index was

studied (Figure 4 and Tables S5-S6 of Supporting Information).
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Figure 4: Effect of volumetric flow rate (4A- 1.5 mL.min%; = - 3.0 mL.min?; ¢ - 45
mL.min"t and e - 6.0 mL.min) of vanillin 0.05 mg.mL™ (dissolved in bottom phase) or
0.02 mg.mL* ascorbic acid (dissolved in top phase) in recovery index of vanillin - top
phase (a) and ascorbic acid - bottom phase (b) using aqueous two-phase system composed
by 50 wt% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water at 298.15 + 1 K and 0.1 MPa.
Agitation speed of 60 rpm.

The vanillin migrated integrally to the top phase (IRvant = 100 %) and the Fp
has no influence in IRvanyT, regardless of used Fp, i.e., it had no effect on the recovery
of vanillin in the top phase. The observation is due to the high volume of top phase (3
times higher than bottom phase). The migration of ascorbic acid to top phase from
ethanol-rich phase (feed) to bottom phase reached 33% in the steady state. In this case,
increasing the Fp verified the increase the Reynolds number (Re), and consequently make
the flow more turbulence and the mass transfer easier. This phenomenon is also reported
by Porto et al, (2004), Sarubbo et al., (2003) and Rosa et al., (2012). The value of K, Re

and Kpa of top and bottom phase are shown in Table 2.
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Table 2: Effect of dispersed phase flow rate in the parameters for mass transfer of

biomolecules in ATPS after the steady state.

Partition of Vanillin (Protocol 1)

Fo (mL.mn™) K Re Kpa (h)
15 50.02 7.15 4.05x 107
3.0 54.86 14.31 7.42 %1073
4.5 70.94 21.46 8.59 x 103
6.0° - 28.62 -

Partition of Ascorbic Acid (Protocol 2)
1.5 2.28 19.43 2.94 x 102
3.0 2.13 38.86 6.67 x 102
4.5 2.21 58.29 9.34 x 102
6.0 2.07 77.72 1.40 x 101

* Completed migration to top phase, thus K and Kpa could not be calculated.

3.2. Partition of Standard Biomolecules in Continuous Mode

In the mode continuous was used protocol 3 with the best parameters of agitation
speed of 60 rpm and volumetric flow rate of 6.0 mL.min™! determined in experiments
previous. It should be noted that the concentrations of vanillin 0.05 mg.mL™ (dissolved
in bottom phase) and 0.02 mg.mL™ ascorbic acid (dissolved in top phase) at 298 + 0.1 K
and 0.1 MPa were maintained. Figure 5 (Tables S7 and S8 of Supporting Information)
shows the recovery index, partition coefficient for both biomolecules and the selectivity
of system. The vanillin obtained values IRwan)T = 100 % in the top phase. On the other
hand, it was observed that ascorbic acid diverged from that expected by remaining largely
in the top phase (IRaaB = 13 %). This low mass transfer values can be explained by the
drag effect provided by the simultaneous flow of countercurrent phases and the yield
strength provided by the stirring system as reported by Rosa et al. (2012), which is due to
the viscosity difference between the continuous phase and the dispersed phase using a
packed column in counter-current and co-current.

Despite the lower recovery values of ascorbic acid, there is a tendency in the
increase of partitioning of the biomolecule demonstrated by the reduction of the partition
coefficient (K) from Kaa = 74.17 to 1.67 throughout the operation. For the vanillin, the
Kvan increase was recorded, reaching values of 239.46. In this way, an increase in the

selectivity (S) between the phases reaching values of 92.2 at the end of the process is
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obtained. It should be noted that Reis et al. (2012) obtained the best partition coefficient
value Kaa = 0.034 and Kvan = 430 in the batch system.
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Figure 5: Recovery index of ascorbic acid in the bottom phase (®)and vanillin in the top

phase (*) (a), partition coefficient of ascorbic acid (=) and vanillin (-), and selectivity

(=) (b) using aqueous two-phase system (Protocol 3) composed by 50 wt% ethanol + 15

wit% K2HPO4 + 35 wt% water at 60 rpm, 6.0 mL.min, 298.15 + 1 K and 0.1 MPa.

3.3. Partition of Biomolecule from Food Waste

Finally, to prove the ability of the continuous ATPS formed by ethanol and KoHPO4
in simultaneously separating vanillin and ascorbic acid from a food waste source was
used protocol 4 of operation consisting in the dilution of Pudding Diet Dr. Oetker with
initial concentrations average of 0.015 mg.mL™. The choice of this food matrix was based
on presence of both biomolecules in significant (non-residual) quantities, providing the
necessary conditions for its quantification. Again, the best recovery parameters were used
(volumetric flow rate of 6 mL.min and agitation speed of 60 rpm).

According to Figure 6 (Table S9 and S10 of Supporting Information), the system
provided a top phase IR of 62% for vanillin and 25% for ascorbic acid. It is noted that
lower values of vanillin recovery were obtained, which can be explained by the
complexity of the pudding sample. However, there was a large increase in ascorbic acid
transfer reaching recovery rates of 75% in the phase of higher affinity. Furthermore, it is
observed that there is a reduction in the partition coefficients of ascorbic acid (Kaa=1.74
to 0.03), as expected. However, an unexpected result occurred with the reduction of the
vanillin partition coefficient (Kvan = 3.21 to 0.30). Thus, there is a small increment of

phase selectivity along the process reaching values of S = 11.87. It should be noted that
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Reis et al. (2012) obtained the best partition coefficient value Kaa = 2.82 and Kvan = 63
(S=22.34) in the batch system with a food sample. This shows that the system in semi-
continuous operation approach the batch mode in the partitioning of ascorbic acid and

was lower for vanillin.
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Figure 6: Recovery index of ascorbic acid in the bottom phase (®)and vanillin in the top

phase (*) from Pudim Diet Dr. Oetker (a), partition coefficient of ascorbic acid (—) and

vanillin (—), and selectivity (=) (b) using aqueous two-phase system (Protocol 4)

composed by 50 wt% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water at 60 rpm, 6.0 mL.min
1298.15+ 1 K and 0.1 MPa.

4. Conclusion

It has been shown that the agitation speed and the volumetric flow have negligible
influence on the vanillin recovery index due to the volumetric ratio between the phases
(top volume is 3 times of bottom volume). On the other hand, the increase of these
parameters increase the recovery rate of ascorbic acid. The semi-continuous mode is more
effective in the selective recovery than the continuous mode under the operating
conditions used because the IR > 50 % for both biomolecules. Additionally, in the semi-
continuous mode the reactor design was also favorable to the separation of the
biomolecules under study, similarly to the batch conditions of previous studies. Finally,
vanillin can be selectively separated of ascorbic acid from diet pudding (S = 11.87) using
aqueous two-phase system based on 50 wt% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water
at 298.15 + 1 K and 0.1 MPa carried out in a column reactor with 3 impellers (vertical 4

blades) under 60 rpm and 6.0 mL.mint,
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Table S1. Effect of agitation speed (60 rpm; 150 rpm; 275 rpm and 360 rpm) in recovery
index of vanillin in top phase using aqueous two-phase system composed by 50 wt%
ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water at 298.15 + 1 K and 0.1 MPa operated in
semi-continuous mode. Dispersed phase flow rate of 3.0 mL.min of vanillin 0.05

mg.mL? (dissolved in bottom phase).

Agitation Time Cwan)T Cwan)s
Bl TS Sy R K
0 0.0000 0.0000 0.00 -
2 0.0124 0.0002 0.99 61.25
4 0.0124 0.0003 0.99 36.88
6 0.0124 0.0003 0.99 41.69
8 0.0124 0.0004 0.99 32.14
60 10 0.0123 0.0005 0.99 24.14
16 0.0123 0.0005 0.99 24.82
20 0.0123 0.0006 0.98 21.19
24 0.0123 0.0006 0.99 21.72
28 0.0123 0.0007 0.98 16.60
33 0.0123 0.0007 0.98 17.99
0 0.0000 0.0000 0.00 -
2 0.0162 0.0000 1.00 -
0.0162 0.0000 1.00 -
6 0.0162 0.0000 1.00 -
150 10 0.0162 0.0000 1.00 -
14 0.0162 0.0000 1.00 -
18 0.0162 0.0000 1.00 -
22 0.0161 0.0003 0.99 50.11
26 0.0161 0.0005 0.99 29.80
29 0.0161 0.0004 0.99 43.45
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Table S1 (cont). Effect of agitation speed (60 rpm; 150 rpm; 275 rpm and 360 rpm) in

recovery index of vanillin in top phase using aqueous two-phase system composed by 50
wit% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water at 298.15 + 1 K and 0.1 MPa operated

in semi-continuous mode. Dispersed phase flow rate of 3.0 mL.min* of vanillin 0.05

mg.mL? (dissolved in bottom phase).

Aglll)teaet(ljon Ti r-ne C(van)T C(van)B | R(van)T K(van)
(rpm) (min)  (mg.mL?%) (mg.mL?)
0 0.0000 0.0000 0.00 -
2 0.0168 0.0000 1.00 -
4 0.0162 0.0018 0.97 8.87
6 0.0160 0.0024 0.95 6.58
10 0.0160 0.0025 0.95 6.32
275 14 0.0159 0.0026 0.95 6.02
18 0.0160 0.0025 0.95 6.46
22 0.0160 0.0024 0.95 6.53
26 0.0160 0.0024 0.95 6.60
30 0.0160 0.0024 0.95 6.54
34 0.0160 0.0024 0.95 6.69
0 0.0000 0.0000 0.00 -
2 0.0155 0.0017 0.97 9.18
4 0.0153 0.0022 0.96 6.88
6 0.0153 0.0022 0.96 7.08
10 0.0153 0.0022 0.96 7.06
360 14 0.0154 0.0021 0.96 7.30
18 0.0154 0.0020 0.96 7.63
22 0.0154 0.0020 0.96 7.89
26 0.0154 0.0020 0.96 1.75
30 0.0154 0.0019 0.96 8.31
34 0.0154 0.0019 0.96 8.13
36 0.0154 0.0019 0.96 8.13
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Table S2. Effect of agitation speed (60 rpm; 150 rpm; 275 rpm and 360 rpm) in recovery
index of ascorbic acid in bottom phase using aqueous two-phase system composed by 50
wit% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water at 298.15 + 1 K and 0.1 MPa operated
in semi-continuous mode. Dispersed phase flow rate of 3.0 mL.min"* of ascorbic acid 0.02

mg.mL? (dissolved in top phase).

Agitation Time CnaaT CnaB
?fSrerg (min) (mg(. mi_'l) (mg(. m)l_'l) IRane K
0 0.0000 0.0000 0.00 0.00
5 0.0094 0.0099 0.81 0.95
10 0.0090 0.0115 0.78 0.79
15 0.0087 0.0127 0.75 0.69
20 0.0083 0.0146 0.72 0.57
30 0.0083 0.0149 0.71 0.56
50 40 0.0083 0.0145 0.72 0.57
50 0.0083 0.0146 0.71 0.57
65 0.0083 0.0149 0.71 0.56
75 0.0081 0.0156 0.70 0.52
85 0.0080 0.0161 0.68 0.49
95 0.0080 0.0162 0.68 0.49
110 0.0079 0.0164 0.68 0.48
114 0.0079 0.0162 0.68 0.49
0 0.0000 0.0000 0.00 0.00
5 0.0107 0.0121 0.21 0.88
10 0.0103 0.0138 0.24 0.74
15 0.0101 0.0147 0.26 0.69
20 0.0100 0.0151 0.26 0.66
150 30 0.0097 0.0161 0.28 0.61
40 0.0096 0.0167 0.29 0.57
55 0.0096 0.0168 0.29 0.57
70 0.0096 0.0166 0.29 0.58
85 0.0096 0.0165 0.29 0.59
100 0.0095 0.0169 0.29 0.56
110 0.0096 0.0167 0.29 0.57
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Table S2 (cont). Effect of agitation speed (60 rpm; 150 rpm; 275 rpm and 360 rpm) in

recovery index of ascorbic acid in bottom phase using aqueous two-phase system
composed by 50 wt% ethanol + 15 wt% KoHPO4 + 35 wt% water at 298.15+ 1 Kand 0.1

MPa operated in semi-continuous mode. Dispersed phase flow rate of 3.0 mL.min* of

ascorbic acid 0.02 mg.mL? (dissolved in top phase).

Agitation Time CnaaT CnaB
?fpeﬁlo; (min) (mg(. mi_'l) (mg(. m)l_'l) IRans K
0 0.0000 0.0000 0.00 0.00
5 0.0124 0.0130 0.21 0.96
10 0.0122 0.0140 0.22 0.87
15 0.0120 0.0146 0.23 0.83
20 0.0119 0.0151 0.24 0.79
30 0.0117 0.0161 0.25 0.73
40 0.0114 0.0172 0.27 0.66
275 50 0.0115 0.0168 0.26 0.69
60 0.0118 0.0155 0.25 0.76
65 0.0117 0.0161 0.25 0.72
75 0.0117 0.0158 0.25 0.74
85 0.0114 0.0171 0.27 0.67
95 0.0117 0.0160 0.25 0.73
115 0.0116 0.0162 0.26 0.72
121 0.0116 0.0163 0.26 0.71
0 0.0000 0.0000 0.00 0.00
5 0.0115 0.0095 0.17 1.22
10 0.0106 0.0132 0.23 0.80
15 0.0106 0.0133 0.24 0.80
20 0.0106 0.0133 0.24 0.80
30 0.0104 0.0142 0.25 0.73
360 40 0.0102 0.0149 0.27 0.68
50 0.0102 0.0147 0.26 0.70
60 0.0102 0.0147 0.26 0.70
70 0.0102 0.0148 0.26 0.69
80 0.0102 0.0148 0.26 0.69
95 0.0102 0.0146 0.26 0.70
110 0.0102 0.0148 0.26 0.69
123 0.0102 0.0148 0.26 0.69
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Table S3. Experimental density and viscosity for aqueous two-phase system based on 50 wt% ethanol
+ 15 wt% KoHPO4 + 35 wt% water at different temperatures (283.15 — 338.15 K) and 0.10 £ 0.01 MPa
of top phase.

Temperature %'SCOS'tY V'SCOS".[V Density
(K) mema_'ilc dynamic (g.cm?)
(mm2.s?) (mPa.s)
293 2.6408 2.2865 0.8658
298 2.3161 1.9948 0.8613
303 2.0180 1.7294 0.8570
308 1.7544 1.4958 0.8526
313 1.5468 1.3120 0.8482
318 1.3731 1.1585 0.8437
323 1.2307 1.0328 0.8392

Table S4. Experimental density and viscosity for aqueous two-phase system based on 50 wt% ethanol
+ 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water at different temperatures (283.15 — 338.15 K) and 0.10 £ 0.01 MPa

of bottom phase.

Temperature V.'SCOS'tY V'SCOS'J.[y Density
(K) Kmema_Elc dynamic (g.cm)
(mmz2s?) (mPa.s)
293 7.2590 11.0600 1.5237
298 6.2154 9.4504 1.5205
303 5.3787 8.1625 1.5176
308 4.6496 7.0430 1.5147
313 4.0846 6.1752 1.5118
318 3.6247 5.4694 1.5089
323 3.2549 4.9018 1.5060

71



Table S5. Effect of volumetric flow rate (1.5 mg.mL?; 3.0 mg.mL™; 4.5 mg.mL? and 6.0 mg.mL™%)
of vanillin 0.05 mg.mL-1 (dissolved in bottom phase) in recovery index of vanillin - top phase using
aqueous two-phase system composed by 50 wt% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water at 298.15

+ 1 K and 0.1 MPa operated in semi-continuous mode. Agitation speed of 60 rpm.

DiSperse Time Cwan)T Cwan)s
Mot THS S gy Ror Ko
0 0.0000 0.0000 0.00 -
3 0.0159 0.0006 0.99 28.69
6 0.0158 0.0006 0.99 25.43
9 0.0158 0.0007 0.99 24.06
12 0.0158 0.0007 0.99 23.80
16 0.0158 0.0007 0.99 21.61
20 0.0158 0.0007 0.98 21.19
25 0.0158 0.0008 0.98 20.32
15 30 0.0158 0.0008 0.98 19.35
35 0.0158 0.0008 0.98 19.10
40 0.0158 0.0008 0.98 18.62
45 0.0157 0.0009 0.98 16.91
50 0.0158 0.0009 0.98 17.58
55 0.0157 0.0009 0.98 16.65
60 0.0157 0.0009 0.98 17.04
70 0.0157 0.0010 0.98 16.34
0 0.0000 0.0000 0.00 -
2 0.0124 0.0002 0.99 61.25
4 0.0124 0.0003 0.99 36.88
6 0.0124 0.0003 0.99 41.69
8 0.0124 0.0004 0.99 32.14
3.0 10 0.0123 0.0005 0.99 24.14
16 0.0123 0.0005 0.99 24.82
20 0.0123 0.0006 0.98 21.19
24 0.0123 0.0006 0.99 21.72
28 0.0123 0.0007 0.98 16.60
33 0.0123 0.0007 0.98 17.99
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Table S5 (cont). Effect of volumetric flow rate (1.5 mg.mL™; 3.0 mg.mL?; 4.5 mg.mL* and 6.0
mg.mL?) of vanillin 0.05 mg.mL-1 (dissolved in bottom phase) in recovery index of vanillin - top
phase using aqueous two-phase system composed by 50 wt% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt%

water at 298.15 + 1 K and 0.1 MPa operated in semi-continuous mode. Agitation speed of 60 rpm.

DiSperse Time Cwan)T Cvan)

Loy (min) (gLt (mgmL 'Rear Ko
0 0.0000 0.0000 0.00 -

2 0.0167 0.0000 1.00 -

4 0.0167 0.0000 1.00  477.82

6 0.0167 0.0002 1.00 93.43

8 0.0167 0.0002 100 7212

10 0.0166 00004 099  41.61

4.5 12 0.0166 0.0005 0.99 33.58
14 0.0166 0.0005 0.99 30.72

16 0.0165 0.0006 099  25.94

18 0.0165 0.0006 0.99 25.94

20 0.0165 0.0007 099  23.82

21 0.0165 0.0007 0.99 23.34

0 0.0000 0.0000 0.00 -

2 0.0152 0.0000 1.00 -

4 0.0152 0.0000 1.00 -

6 0.0152 0.0000 1.00 -

6.0 8 0.0152 0.0000 1.00 -
10 0.0152 0.0000 1.00 -

12 0.0152 0.0000 1.00 -

14 0.0152 0.0000 1.00 -

17 0.0152 0.0000 1.00 -
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Table S6. Effect of volumetric flow rate (1.5 mg.mL?; 3.0 mg.mL™; 4.5 mg.mL? and 6.0 mg.mL™%)
of 0.02 mg.mL-1 ascorbic acid (dissolved in top phase) in recovery index of ascorbic acid - bottom
phase using aqueous two-phase system composed by 50 wt% ethanol + 15 wt% K;HPO4 + 35 wt%

water at 298.15 + 1 K and 0.1 MPa operated in semi-continuous mode. Agitation speed of 60 rpm.

Disperse .
Time CeaT CaB
flux rate . IR K
(mL.minY) (min) (mg.mL?) (mg.mL%) (AAB B
0 0.0000 0.0000 0.00 -
5 0.0108 0.0125 0.21 0.86

15 0.0104 0.0140 0.24 0.74
25 0.0103 0.0145 0.25 0.71
35 0.0102 0.0149 0.25 0.69
50 0.0101 0.0157 0.27 0.64
1.5 65 0.0101 0.0156 0.26 0.65
85 0.0099 0.0162 0.27 0.61
115 0.0098 0.0166 0.28 0.59
145 0.0098 0.0169 0.29 0.58
185 0.0098 0.0169 0.29 0.58
225 0.0097 0.0173 0.29 0.56
238 0.0095 0.0180 0.31 0.53

0 0.0000 0.0000 0.00 0.00
5 0.0094 0.0099 0.81 0.95
10 0.0090 0.0115 0.78 0.79
15 0.0087 0.0127 0.75 0.69
20 0.0083 0.0146 0.72 0.57
30 0.0083 0.0149 0.71 0.56
3.0 40 0.0083 0.0145 0.72 0.57
50 0.0083 0.0146 0.71 0.57
65 0.0083 0.0149 0.71 0.56
75 0.0081 0.0156 0.70 0.52
85 0.0080 0.0161 0.68 0.49
95 0.0080 0.0162 0.68 0.49
110 0.0079 0.0164 0.68 0.48
114 0.0079 0.0162 0.68 0.49
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Table S6 (cont). Effect of volumetric flow rate (1.5 mg.mL™; 3.0 mg.mL*; 4.5 mg.mL* and 6.0
mg.mL?) of 0.02 mg.mL-1 ascorbic acid (dissolved in top phase) in recovery index of ascorbic acid -
bottom phase using aqueous two-phase system composed by 50 wt% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35

wit% water at 298.15 + 1 K and 0.1 MPa operated in semi-continuous mode. Agitation speed of 60 rpm.

Disperse Time CeaT CnaB
(rfr:lIJ_).(r;?r:i) (min) (mg.(m I)_'l) (mg(.mi_'l) IR@as - Keany
0 0.0000 0.0000 0.00 -
2 0.01190 0.00269 0.05 4.42
4 0.0112 0.0057 0.10 1.97
7 0.0107 0.0079 0.14 1.35
13 0.0107 0.0078 0.14 1.37
20 0.0106 0.0085 0.16 1.24
45 25 0.0106 0.0083 0.15 1.28
30 0.0106 0.0084 0.15 1.25
38 0.0103 0.0095 0.17 1.09
46 0.0101 0.0106 0.19 0.96
54 0.0101 0.0107 0.20 0.94
64 0.0093 0.0141 0.26 0.66
74 0.0089 0.0157 0.29 0.57
81 0.0086 0.0170 0.31 0.51
0.0000 0.0000 0.00 -
0.0131 0.0009 0.01 15.17
4 0.0124 0.0040 0.07 3.07
6 0.0117 0.0071 0.12 1.64
10 0.0110 0.0101 0.17 1.09
14 0.0107 0.0114 0.19 0.94
6.0 18 0.0105 0.0123 0.21 0.85
24 0.0103 0.0132 0.22 0.78
30 0.0101 0.0142 0.24 0.71
36 0.0098 0.0154 0.26 0.64
42 0.0096 0.0162 0.27 0.59
48 0.0095 0.0169 0.29 0.56
56 0.0090 0.0192 0.33 0.47
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Table S7. Recovery index of vanillin in the top phase, partition coefficient vanillin, and selectivity
using aqueous two-phase system (Protocol 3 — continuous mode) composed by 50 wt% ethanol + 15
wit% K,HPO4 + 35 wt% water at 60 rpm, 6.0 mL.min%, 298.15 + 1 K and 0.1 MPa.

Time C(van)T C(van)B

(min) (mg.mL‘l) (mg.mL'l) |R(van)T K(van) S

0 0.0000 0.0000 0.00 - -
1 0.0158 0.0003 0.99 47.16 -
3 0.0158 0.0004 0.99 41.50 -
4 0.0158 0.0003 0.99 46.19 -
5 0.0158 0.0004 0.99 37.36 -
7 0.0158 0.0006 0.99 26.35 0.36
9 0.0157 0.0007 0.99 21.20 0.55

11 0.0157 0.0008 0.99 19.01 0.69
13 0.0157 0.0009 0.98 17.86 0.95
15 0.0157 0.0010 0.98 15.87 1.08
20 0.0156 0.0011 0.98 14.27 1.97
25 0.0157 0.0008 0.99 19.10 4.39
30 0.0158 0.0007 0.99 24.07 7.21
35 0.0159 0.0001 1.00 239.46  92.20
45 0.0159 0.0000 1.00 - -

55 0.0159 0.0000 1.00 - -
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Table S8. Recovery index of ascorbic acid in the bottom phase, partition coefficient of ascorbic acid,
and selectivity using aqueous two-phase system (Protocol 3 — continuous mode) composed by 50 wt%
ethanol + 15 wt% K2HPO4 + 35 wt% water at 60 rpm, 6.0 mL.min, 298.15 + 1 K and 0.1 MPa.

Time CeaT CkaB

(min) (mg.( m I)_'l) (mg(. m)l_'l) IRawe Kaw S
0 0.0000 0.0000 0.00 - -
1 0.0166 0.0000 0.00 - -
3 0.0166 0.0000 0.00 - -
4 0.0166 0.0000 0.00 - -
5 0.0166 0.0000 0.00 - -
7 0.0166 0.0002 0.00 74.17 0.36
9 0.0165 0.0004 0.01 38.73 0.55
11 0.0165 0.0006 0.01 27.66 0.69
13 0.0164 0.0009 0.01 18.75 0.95
15 0.0164 0.0011 0.02 14.70 1.08
20 0.0161 0.0022 0.03 7.24 1.97
25 0.0157 0.0036 0.05 4.35 4.39
30 0.0155 0.0046 0.07 3.34 7.21
35 0.0152 0.0058 0.09 2.60 92.20
45 0.0147 0.0077 0.12 191 -
55 0.0145 0.0087 0.13 1.67 -
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Table S9. Recovery index of vanillin in the top phase from Pudim Diet Dr. Oetker, partition
coefficient of vanillin, and selectivity using aqueous two-phase system (Protocol 4 — semi-continuous
mode) composed by 50 wt% ethanol + 15 wt% K;HPO. + 35 wt% water at 60 rpm, 6.0 mL.min™?,
298.15+ 1 K and 0.1 MPa.

;rrrl‘w]e) (m(;\;;nl)j l) (m(;(.vxﬁl) |R(van)T K(van) S
0.0 0.0000 0.0000 0.00 - -
1.0 0.0027 0.0000 1.00 - -
3.0 0.0025 0.0008 0.95 3.21 1.84
4.0 0.0024 0.0013 0.91 1.92 2.64
5.0 0.0023 0.0020 0.86 1.16 2.95
6.0 0.0022 0.0026 0.82 0.86 3.10
7.5 0.0021 0.0032 0.78 0.64 3.56
9.0 0.0018 0.0044 0.70 0.42 3.49
11.0 0.0018 0.0048 0.67 0.37 5.99
13.0 0.0017 0.0051 0.65 0.34 9.80
145 0.0016 0.0055 0.62 0.30 11.87

Table S10. Recovery index of ascorbic acid in the bottom phase from Pudim Diet Dr. Oetker, partition
coefficient of ascorbic acid, and selectivity using aqueous two-phase system (Protocol 4 — semi-
continuous mode) composed by 50 wt% ethanol + 15 wt% K>HPO4 + 35 wt% water at 60 rpm, 6.0
mL.min, 298.15 + 1 K and 0.1 MPa.

Time CpaaT Cnans

(min) (mg.(m I)_'l) (mg(.m)l_'l) IR@ne Kaw S
0.0 0.0000 0.0000 0.00 - -
1.0 0.0011 0.0000 0.00 - -
3.0 0.0011 0.0006 0.04 1.74 1.84
4.0 0.0010 0.0014 0.09 0.73 2.64
5.0 0.0010 0.0024 0.16 0.39 2.95
6.0 0.0009 0.0033 0.21 0.28 3.10
7.5 0.0008 0.0045 0.29 0.18 3.56
9.0 0.0007 0.0059 0.38 0.12 3.49
11.0 0.0005 0.0084 0.55 0.06 5.99
13.0 0.0004 0.0106 0.68 0.03 9.80
14.5 0.0003 0.0115 0.75 0.03 11.87
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Capitulo 6

6. CONCLUSOES

Existe uma tendéncia industrial para que maiores quantidades de processos operem de forma
continua o que pode majorar a eficiéncia e reduzir os custos operacionais. No entanto, para que a
conversdo da operacdo em batelada para continua seja bem-sucedida é necessario determinar a
influéncia dos parametros que norteiam a operacdo continua como por exemplo, geometria do reator,
vazao, velocidade de agitacédo e temperatura, 0s quais quando ajustadas corretamente podem maximizar
o0s rendimentos dos processos.

Nesse sentido, 0 projeto, construcdo e montagem do reator proposto permitiu o estudo da
recuperacdo de duas biomoléculas distintas, acido ascérbico e vanilina, através de SAB continuos
analisando a interferéncia da vazao volumétrica e da velocidade de agitacdo dos impelidores. Mostrou-
se que esses dois parametros possuem pouca influéncia no indice de recuperacéo da vanilina em funcéo
da relacdo volumétrica entre as fases. Entretanto a elevacdo vazdo volumétrica e a reducdo da
velocidade de agitagdo proporcionou um aumento significativo da recuperabilidade do &cido ascérbico.

Vale ressaltar que, apesar do sucesso da recuperacao das biomoléculas nos processos continuo
e semi-continuo, este Gltimo mostrou-se mais efetivo na particdo e seletividade das biomoléculas nas
condicOes operacionais utilizadas 60 rpm e 6,0 mL.min%. Por fim, o projeto do reator mostrou-se
favorével a recuperacéo simultanea das biomoléculas, utilizando residuos alimenticios (Pudim Diet),
em diferentes fases com a vanilina sendo preferencialmente concentrada na fase rica em alcool,
enguanto o acido ascorbico tem uma tendéncia a migrar para a fase rica em sal.

Neste contexto, o sistema aquoso bifasico formado por 50% m/m etanol + 15% m/m K;HPO4
+ 35% m/m de agua a 298,15 + 1 K e 0,1 MPa realizado em um reator de coluna com 3 rotores (4
laminas verticais) pode ser considerado como um procedimento de extragao inovador e alternativo para
a recuperacdo de compostos de valor agregado de diversas matérias-primas industriais ou efluentes e

os resultados obtidos neste trabalho podem ser utilizados em estudo de processo em escalas maiores.
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