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RESUMO

O sistema aquoso bifasico (SAB) tem sido estudado como
alternativa a extracdo liquido-liquido tradicional (ELT)
devido a crescente preocupagdo com a protecdo
ambiental. Métodos alternativos de SAB com polimeros
termossensiveis vem sendo utilizados com o objetivo de
melhoria da separagdo. Uma analise da interagdo dos
componentes de um sistema aquoso bifasico formado pelo
copolimero tribloco L35, hidrdxido de sédio e &gua foi
realizada, e a relevancia destes para a massa total foi
mensurada. Os dados foram medidos em funcdo de
quatro temperaturas (283,15 K; 293,15 K; 303,15 K e
313,15 K). O experimento permitiu estudar
estatisticamente o comportamento dos componentes
envolvidos na formagéo do SAB proposto, mostrando que
0 NaOH e o L-35 sdo os que governam, com maior
intensidade, o sistema formado.

PALAVRAS-CHAVE: Sistema aquoso  bifésico,
polimero, hidréxido de sddio, sodium hydroxide.

ABSTRACT

Aqueous two-phase system (ATPS) has been studied as an
alternative to traditional liquid-liquid extraction (LLE) due to
the growing concern with environmental protection.
Alternative methods of ATPS with thermosensitive polymers
have been used to improve the separation. An analysis of the
interaction of the components of an aqueous two-phase
system formed by the triblock copolymer L35, sodium
hydroxide and water were performed and their relevance to
the total mass was measured. The data were measured as a
function of four temperatures (283.15 K, 293.15 K, 303.15 K
and 313.15 K). The experiment allowed to statistically study
the behavior of the components involved in the formation of
the proposed ATPS, showing that NaOH and L-35 are the
ones that govern, with greater intensity, the formed system.

KEYWORDS: Aqueous biphasic system, aqueous two-
phase system, polymer, sodium hydroxide.
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1. INTRODUCAO

A extracdo liquido-liquido (ELL) é uma técnica
empregada na separacdo de componentes de uma
mistura heterogénea de liquidos. Entretanto, sistemas
formados por um solvente organico e uma solucdo
aquosa, geralmente ndo sdo adequados para a separacao
de moléculas biol6gicas devido a baixa solubilidade
das proteinas nestes sistemas?.

Os sistemas aquosos bifasicos (SAB) sdo um tipo
alternativo de extragdo liquido-liquido que vem
ganhando destaque industrial e académico, tanto por
serem um método muito eficiente para purificacdo e
extracdo de produtos bioldgicos, incluindo proteinas,
material genético, bionanoparticulas, células e
organelas?, como também por serem considerados mais
seguros para 0 meio ambiente por ndo usarem 0s
habituais compostos organicos volateis. Além disso,
apesar de ser menos explorado, este sistema também é
atil na particdo de fons metalicos!.

Devido a exponencial ascensdo das atividades
industriais, observa-se também crescente preocupacdo
com a preservacgéo ambiental e a utilizacdo de métodos
analiticos limpos. Os sistemas aquosos bifasicos (SAB)
sdo uma excelente alternativa, pois esse método utiliza
componentes economicamente viaveis, disponiveis,
que ndo sdo toxicos e nem inflamaveis?.

O SAB pode ser formado por dois polimeros, um
polimero e um sal, um liquido idnico e um sal, ou um
alcool de baixo peso molecular e um sal misturados em
uma concentracdo limite, formando assim duas fases
imisciveis®. Devido ao alto teor de dgua e a baixa
tensdo interfacial dos sistemas, o SAB também é
adequado para extracdo e purificagdo de biomoléculas,
pois raramente ocorre perda de atividade bioldgica ou
desnaturacdo?. Para a formagédo de um sistema bifasico
€ necessario que o sistema esteja em determinadas
condigBes termodinamicas especificas de temperatura,
pressdo e composicdo®.
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Os polimeros mais comumente usados nestes
sistemas sdo o polietilenoglicol e o dextrano. A
utilizagdo do polimetro L35, se deve a sua natureza
termossensivel, ou seja, ele sofre separacdo de fases
por meio de uma mudanca moderada de temperatura. O
L35 é um copolimero tribloco formado por matrizes de
unidades de o6xido de etileno e 6xido de propileno.
Também chamado de polimero de separacdo térmica,
este tipo de polimero possui ponto de nuvem mais
baixo®.

O objetivo deste trabalho foi estudar as possiveis
interacBes existentes entre 0s componentes que 0
constituem o SAB formado por agua, copolimero
tribloco L-35 e hidroxido de sédio (NaOH).

2. MATERIAL E METODOS
Extracéo liquido-liquido

A extragdo liquido-liquido (ELL) é uma operacdo
unitaria (Figura 1) de extrema importancia para a
inddstria quimica. Sendo composta basicamente por
trés componentes: solugdo, soluto e solvente. Com
intuito de separar o soluto da solucédo, adiciona-se um
tipo de solvente que seja capaz de separar ambos
durante o processo quimico. Para que isso ocorra
solucdo e solvente necessitam ser imisciveis e de
preferéncia que o soluto seja mais miscivel no solvente
do que na solucéo.
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Figura 1. Etapas da Extragdo Liquido-Liquido. Fonte: BetaEq.7

Pode-se entender a extragdo liquido-liquido pela
transferéncia dos solutos entre duas fases, dessa forma
temos um sistema heterogéneo. Ha diversas aplicagdes
que se utilizam da ELL para facilitar a andlise, esse
procedimento auxilia melhorando a seletividade em
técnicas de deteccdo, da mesma forma pode aumentar a
sensibilidade de uma técnica isolando 0s componentes
a serem analisados®.

Normalmente empregada quando ndo é viavel a
utilizacdo de outras operacdes unitérias de separagédo,
como a destilacdo, sendo mais aconselhavel o uso da
ELL quando certas substdncias se deterioram em
baixas temperaturas ou se 0s pontos de evaporacdo séo
préximos um do outro. Entdo apds a separacdo €
formado um sistema heterogéneo, que tem como
objetivo separar o elemento de interesse no processo,
este é isolado e purificado apos a reagdo quimica®.

Apesar de muito utilizada, a extracdo liquido-
liqguido sofre de algumas limitagbes como as
caracteristicas fisicas e quimicas da mistura a ser
separada, além disso pode ser um fator que dificulte os
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custos desse processo de separagdo ou até mesmo
dificuldade para realizar o projeto de implantacdo
escolhido®.

Sistema Aquoso Bifasico

A busca por melhorias das condicdes de processos
com objetivo de minimizar os problemas ambientais e
a salde humana tem aumentado exponencialmente,
sendo assim desenvolvidos métodos que promovam
essa minimizacdo. Um dos métodos utilizados na
separacdo de componentes é a extracdo liquido-liquido
(ELL), entretanto uma de suas limitagBes é o uso de
solventes orgénicos que normalmente sdo danosos.
Uma alternativa a ser adotada que apresenta menor
indice de poluicdo, viavel economicamente e seguro,
sd0 0s sistemas aquosos bifasicos (SAB). Séo
constituidos principalmente por agua, e seus demais
componentes, polimeros e sais organicos, ndo sao
toxicos, os tornando seguros no ambito ambiental®.

O SABs é conhecido desde meados do século XIX.
Beijerinck identificou que solugdo aquosa e amido
solivel em dada temperatura e concentracdo, formam
misturas turvas, e apds repouso apresenta duas fases
liquidas. Em seguida, Ostwald e Hertel descobriram
que os amidos de diversas origens produziam
diferentes diagramas de fases. No fim da década de 40,
Dobry e Boyer-Kawenoki, estudaram sobre a
miscibilidade de diversos pares de polimeros
dissolvidos em solucGes aquosas e solventes organicas,
concluindo, ao final dos estudos, que era um fenbmeno
geral a incompatibilidade entre o0s polimeros.
Entretanto, apenas com os estudos de Per-Ake
Albertsson, na década de 50, foi possivel visualizar a
capacidade de aplicagdo deste sistema a divisdo ou
purificacdo de materiais bioldgicos.

Um dos sistemas estudados e que apresentam
caracteristicas interessantes sdo aqueles formados por
agua, hidroxido de sodio e copolimero tribloco L35. O
hidroxido de sédio é um composto inorganico em que
suas propriedades como base forte sdo mais
predominantes em sua descricdo mais frequente, mas
age como um sal neste processo, sendo capaz de formar
espontaneamente um SAB quando nas condicOes ideais
de temperatura, pressdo e composicdo. Ja em relacao
aos polimeros, sdo definidos como substancias de alta
massa molecular, constituidos de unidades repetitivas,
que podem ser encontrados na natureza ou sintetizados.

Os polimeros que contém duas ou mais unidades
monomeéricas  diferentes s@o conhecidos como
copolimeros. De acordo com a disposi¢cdo de seus
monomeros, os copolimeros podem ser divididos em
quatro classes: em bloco, alternado, estatistico e
enxertado. E os copolimeros em bloco podem ainda ser
classificados em: dibloco, tribloco, multibloco e
estrela’?,

Os copolimeros triblocos L35 sdo compostos de
baixo custo, biocompativeis e ambientalmente seguros,
que foram introduzidos nos SAB’s para separagdo e
purificacdo de biomoléculas hidrofilicas e hidrofébicas.
Usualmente sdo formados por matrizes de unidades de
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oxido de etileno (EO) e 6xido de propileno (PO), sendo
uma macromolécula termo separadora com pontos de
nuvem mais baixos. Ele se sobressai quando
comparado a outros polimeros por apresentar uma
capacidade de auto-organizacdo para formar micelas,
conforme mostrado na Figura 1 3.

O copolimero tribloco L35, tem massa molar média
numérica igual a 1900 g.mol* e é representado por
(EO)11(PO)16(EO)11, ou seja, poli-(éxido de etileno)-
bloco-poli(6xido de propileno)-bloco-poli(6xido de
etileno). Sua macromolécula é constituida de duas
regides polares (EO), e uma regido apolar (PO). Em um
SAB, o L35 proporciona a solubilizagdo de solutos
insoltveis em &gua devido ao seu efeito hidrofébico.
Forma agregado molecular, chamado de micelas,
quando estd acima da concentracdo micelar critica
(CMC)H,
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Figura 2. Modelo de formacdo de micelas: (a) Molécula de
copolimetro tribloco formado por blocos de éxido de propileno e
oxido de etileno; (b) Sistema aquoso bifasico formado por
copolimetro tribloco e sal; (c) Complexo metéalico ou extratante.
Fonte: (Rodrigues, 2008 - Adaptada)®.

Para obtencdo da curva binodal (diagrama de fases),
inicialmente foi realizada a titulacdo turbidimétrica.
Ap0s a preparacdo da solucao padréo de sal e polimero,
para obter o equilibrio termodindmico, a amostra foi
colocada em repouso por um dia. Posteriormente
1,0 grama da solucdo foi transferida para o tubo de
ensaio, levado ao banho termostatizado (utilizando
agua destilada), por cerca 20 minutos.

Ao final dos 20 minutos, o tubo de ensaio foi
retirado e iniciada a titulagdo turbidimétrica. Uma
fracdo de 10 pL da solugdo de sal foi adicionada por
vez, mantendo a agitacdo do tubo até constatar a
turvacdo e registrando o volume utilizado de sal. Esse
procedimento foi repetido quando adicionado 100 pL
de 4gua destilada ao tubo de ensaio até a amostra
tornar-se limpida. Todo o processo foi repetido para
obtendo de aproximadamente 40 pontos.

Para realizar titulagdo turbidimétrica, a fim de obter
maior exatiddo, foi utilizada a analise de triplicatas e os
resultados empregados na avaliacdo.

Foram obtidos dados de 100 resultados por
titulacdo turbidimétrica, divididas em quatro grupos de
25 resultados de titulagdo em quatro temperaturas
diferentes, sendo elas 10°C, 20°C, 30°C e 40°C, nas
quais foram quantificados a massa total e a
porcentagem de L35, H,O e NaOH em cada. Os dados
foram avaliados por meio do programa estatistico
Minitab, em que foi criado o experimento fatorial para
analise.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gréafico de Pareto de efeitos padronizados
(Figura 3) é usado para se verificar os valores absolutos
dos efeitos, desde o maior até o menor efeito. A linha
de referéncia indica quais efeitos sdo estatisticamente
relevantes de acordo com o nivel de significancia o,
especificada através do método de selecéo stepwise.

Gréfico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta € m.total; a = 0,15)

Termo 1451

| Fator Nome
A %NaOM
B %135
BC C  %H0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Efeitos Padronizados

Figura 3. Gréafico de Pareto dos Efeitos Padronizados para a resposta
M. Total. Fonte: elaborado pelos autores (2021).

Para a resposta “massa total” com o o padrdao de
0,15; as varidveis A (%NaOH), B (%L-35) e C
(%H20) séo significativas para o0 modelo. As variaveis
B e C ndo séo significativas individualmente, porém
sdo importantes pelo fato de possuirem interacdo BC
relevante; j& a variavel A possui significancia tanto
individualmente quanto em interacdo AB.

No grafico de probabilidade normal de residuos
(Figura 4), é possivel verificar se os residuos seguem
uma distribuicdo normal. Nota-se que os pontos se
localizam ao longo da linha ajustada e seguem
aproximadamente a linha reta que esta localizada entre
os limites de confianca, havendo uma leve assimetria a
esquerda. N&o é possivel detectar outliers.
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Figura 4. Residuos para a resposta M. Total. Fonte: elaborado pelos
autores (2021).

O histograma possui os pontos de dados suficientes
para criar uma quantidade de intervalos satisfatoria. Ele
segue uma curva parcialmente satisfatoria, possuindo
uma assimetria a esquerda.

No grafico versus ajustados, os residuos ndo estao
dispersos aleatoriamente em torno de zero, néo
formando varidncia constante. Eles formam quatro
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curvas definidas semelhantes a de parabolas, o que é
condizente com a divergéncia entre o carater
polinomial deste sistema e o carater linear da analise.
As quatro curvas sdo referentes aos resultados obtidos
ao longo do experimento para quatro temperaturas
diferentes.

No gréfico versus ordem ¢é detectavel a dependéncia
do tipo ciclica dos residuos em relacdo ao tempo,
exibindo novamente as linhas similares a parabolas.

A termossensibilidade do experimento é
diretamente conectada com sua dependéncia temporal
detectada, pois os resultados variam em funcdo da
temperatura ao longo do tempo como é possivel
perceber quando ao avaliar os dados dos graficos
Versus Ordem e Versus ajustados para a variavel
temperatura, como é mostrado nas figuras 5a 7.

Versus Ordem
(resposta € m. total)

Residuos

1 ] 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Ordem de Observacdo

Figura 5. Residuos Versus Ordem com Rotulo de dados para
temperatura. Fonte: elaborado pelos autores (2021).
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Figura 6. Residuos Versus Ajustados com Roétulo de dados para
temperatura. Fonte: elaborado pelos autores (2021).

Gréfico de Efeitos Principais para m. total
Médias Ajustadas

Média de m. total

% NaOH

Figura 7. Efeitos Principais para a resposta M. Total. Fonte:
elaborado pelos autores (2021).
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O gréfico de efeitos principais mostra como um ou
mais fatores categoricos influenciam na resposta
continua. Quanto mais préxima de estar paralela ao
eixo X, menos efeito ela representa. A linha de
resultado do grafico possui uma alta inclinagdo, o que
indica que existe um nivel alto de interagdo. Quanto
maior for o teor (% NaOH), a média de massa total serd
menor, em contrapartida, quanto menor for o teor (%
NaOH) maior sera a massa total.

Na figura 8 é possivel perceber que a interacdo do
NaOH com L35 é forte, pelo fato de que suas linhas
possuem uma inclinacdo e extensdo bem acentuadas. E
notavel também que o crescimento da porcentagem de
ambos compostos, NaOH e L35, é diretamente
proporcional, jA que é possivel observar que eles
crescem de forma diretamente proporcial, pois suas
linhas praticamente se sobrepdem. O contrario é notado
na interacdo de L35 e H.O, que é inexistente ou
extremamente fraca, pois as linhas se apresentam
visualmente completamente na horizontal.

Gréfico de Interacdo para m. total
Médias Ajustadas
% NaOH * % L35 %135

12 —a— A
. —= 1

%y

% NaOH * %H20 % L35 * %H20 %H20

—— 1

Média de m. total

% NaOH % L-35

Figura 8. Interagdo para M. Total — Médias Ajustadas. Fonte:
elaborado pelos autores (2021).

4. CONCLUSOES

Foram realizadas as titulagGes turbidimétricas, nas
temperaturas de 10°C, 20°C, 30°C e 40°C. Os
resultados foram avaliados por meio de programa
Estatistico Minitab, permitindo verificar que somente o
hidroxido de sddio apresenta efeito significativo
quando avaliado isoladamente. Além disso, observa-se
a influéncia da interacdo do copolimero tribloco L-35 e
agua, bem como do hidréxido de sdédio e copolimero
tribloco L-35.

Os resultados mostraram, ainda, que o experimento
possui influéncia temporal, o que se justifica pelo fato
da turbidez formada na solucdo testada acontece ap0s
certo intervalo de tempo em que ela é mantida a uma
dada temperatura.

Em resumo, o experimento permitiu estudar
estatisticamente o comportamento dos componentes
envolvidos na formagdo do SAB proposto, mostrando
que o0 NaOH e o L-35 sdo 0s que governam, com maior
intensidade, o sistema formado.
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