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RESUMO

MARTINS, Joao Paulo, Dr.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Maio de 2010.
Diagramas de sistemas ternarios formados por polimero ou
copolimero tribloco, sal e agua, e particao de proteinas do soro do
leite. Orientador: Luis Henrique Mendes da Silva. Coorientadores: Maria do
Carmo Hespanhol da Silva e Jane Sélia dos Reis Coimbra.

Diagramas de fase de sistemas aquosos bifasicos formados por
polimero ou copolimero + sal (organico ou inorganico) + agua foram
determinados em varias temperaturas. SAB compostos por Poli (etileno Glicol)
400 g.mol'1 + sulfato de soédio ou magnésio foram obtidos nas temperaturas de
298,2, 308,2 e 318,2K. Os sistemas formados por Poli (etileno Glicol) 6000
g.mol'1 + sulfato de saddio, litio, zinco ou magnésio foram concebidos nas
temperaturas de 283,2, 298,2 e 313,2K. Nao houve efeito da temperatura sobre
a regiao bifasica o que indica pequena contribuicdo entalpica no processo de
separacdo de fases. A preferéncia na separacdo de fase para os sistemas
formados PEO 6000 foram: ZnSO4>MgS04>Na;S04>Li,SO4. A mesma ordem
foi observada os sistemas formados por PEO 400 (MgSO4>NaySO,4). Os
sistemas formados por copolimeros foram determinados usando-se F68 ou
L35. Os SAB formados por F68 + sulfatos de sddio, litio, zinco e amonia foram
construidos nas temperaturas de 278,2, 288,2 e 298,2K. A preferéncia em
induzir a separagao de fase segue a seguinte ordem: Na,SO, > ZnSO, >
(NH4)2S04 > LixSO4. O copolimero tribloco L35 foi usado para construir
diagramas formados por L35 + Citrato de sédio, Tartarato de sodio ou nitrato
de sodio nas temperaturas de 283,2, 298,2 e 313,2K. Foi notada uma
diferenga na capacidade de induzir a separagéo de fase segundo a ordem:
Citrato > Tartarato > Nitrato. O aumento da temperatura promove o aumento da
inclinacdo da linha de amarracgao indicando que ha transferéncias de moléculas
de agua da fase superior para inferior.

Os coeficientes de particdo para a a-lactoalbumina e B-lactoglobulina
foram investigados em funcdo da natureza do eletrdlito (efeito do cation),
comprimento da linha de amarracdo e massa molecular do polimero. Os
sistemas usados na partigao destas proteinas foram: PEO 6000 + MgSO,4, PEO
6000 + Na;SO,4, PEO 6000 + LixSO4 e PEO 1500 + MgSO4, PEO 1500 +
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Na,S0O4, PEO 1500 + LixSO4 na temperatura de 298,2K. A a-lactoalbumina
apresentou coeficientes de particdo superiores a B-lactoglobulina em todos os
sistemas estudados. Uma forte dependéncia da natureza do eletrdlito foi
observada. O coeficiente de particao para ambas as proteinas nos sistemas
formados por PEO 1500 segue a ordem: Li,SO4 > Na,SO4 > MgSO,. Para os
sistemas formados por PEO 6000 a ordem encontrada para CLA maiores foi:
LioSO4 > MgSOs > NaySO4. O aumento da massa molar promoveu o
decréscimo do coeficiente de particao da a-lactoalbumina, com excec¢ao do sal
de magnésio. Nao houve efeito pronunciado da massa molar do polimero para

a particdo da B-lactoglobulina, com exce¢ao do sal de magnésio.
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ABSTRACT

MARTINS, Jodo Paulo, Dr.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May 2010.
Ternary Diagrams formed by polymer or triblock copolymer + salt +
water and partition of whey milk protein. Adviser: Luis Henrique Mendes
da Silva. Co-Advisers: Maria do Carmo Hespanhol da Silva and Jane Sélia
dos Reis Coimbra.

Phase diagrams of aqueous two phase system formed by polymer or
copolymer + salt (organic or inorganic) + water were determined in various
temperatures. Aqueous two phase systems composed by Poly(ethylene glycol)
400 g.mol'+ sodium sulfate or magnesium sulfate were determined at (298.2,
308.2and 318.2)K. The systems formed by poly(ethylene glycol) 6000 g.mol™ +
lithium sulfate, sodium sulfate, magnesium sulfate or zinc sulfate were
determined at (283.2, 298.2 and 313.2) K. The temperature effect on the
binodal position was not significant, indicating a small enthalpic contribution
associating to the phase segregation. The ability of three salts in inducing the
formation of the biphasic system with PEO 6000 or PEO 400 (MgSO4>Na;SO,)
the followed the order ZnSO4>MgSO4>Na,SO4>Li»SO4. An increase of
molecular weight causes an increase of biphasic area. The systems formed by
copolymer were determined using a F68 or L35 triblock copolymer. The
aqueous two-phase systems composed by triblock copolymer, F68 (8460
g-mol‘1) + sodium sulfate, lithium sulfate, zinc sulfate or ammonium sulfate
were determined at (278.2, 288.2 and 298.2) K. The ability of these four salts in
inducing the formation of the ATPS with F68 follows the order: sodium sulfate >
zinc sulfate > ammonium sulfate > lithium sulfate. The triblock copolymer L35
was used to build phase diagrams composed by L35 (1900 g.mol™) + sodium
tartarate, sodium citrate or sodium nitrate at (283.2, 298.2 and 313.2) K. The
ability of three salts in inducing the formation of the biphasic system with L35
follows the order sodium citrate > sodium tartarate > sodium nitrate. The
temperature effect on the position of the binodal curves was not relevant,
indicating a small enthalpic contribution associating to the phase separation.
However, an increase of temperature causes an increase of slope of tie line

indicating water transference to the top phase from bottom phase.
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The partitioning coefficients for a-lactoalbumin and B-lactoglobulin  were
investigated as a function of electrolyte nature (cation effect), tie line length
(TLL) and molar mass of polymer. The systems used for the partitioning study
were: PEO 6000 + MgSQ4, NaxSO4 or Li,SO4 and PEO 1500 + MgSOg4, Na,SO4
or Li,SO4 at 298,2K. The a-lactoalbumin has larger partition coefficients as
compared with the B-lactoglobulin in all ATPS studied. A strong dependence of
the electrolyte nature (cation effect) was observed. The partitioning coefficient
for both proteins in the system formed by PEG 1500 follows the order: Li,SO4 >
NaSO4 > MgSO,. For the systems formed by PEO 6000 the order, with an
increase of TLL, for both proteins were: Li,SO4> MgSO4 > Na;SO4. An increase
of molecular weight of polymer causes a decrease of partition coefficient of a-
lactoalbumin, excepted for the magnesium salt. Don’'t was observed a
significant effect of molecular weight for the B-lactoglobulin, excepted for the

magnesium salt.
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CAPITULO 1: FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1- INTRODUGAO

Na ultima década, as agéncias de protecdo ambiental, em nivel mundial, tém
proposto a criacdo de leis ambientais muito rigidas, que visam diminuir
drasticamente produtos nocivos ao homem e ao meio ambiente [1]. Esta nova
tendéncia tem impulsionado as pesquisas a buscar novas metodologias capazes de
produzir menores quantidades de residuos em acordo com os principios da quimica

verde [2].

Dentre as varias técnicas aplicadas no tratamento de residuos a extracao
liquido-liquido permite o uso de varios tipos de solventes e agentes de extracao, que
do ponto de vista pratico permite a aplicagao para purificar, pré-concentrar e separar
inumeros solutos com fins cientificos ou econdmicos. Todavia, o uso desta técnica
classica tem apresentado varios problemas de ordem ambiental e saude, pois
empregam solventes organicos que sao extremamente tdxicos, cancerigenos e

inflamaveis [3].

Neste contexto os sistemas aquosos bifasicos (SAB’s) surgem como uma
ferramenta alternativa para substituir métodos que utilizam a extracdo liquido-liquido
classicos. Os SAB’s possuem uma grande vantagem por serem constituidos em sua
grande parte por agua, sendo que os demais constituintes formadores (polimeros e
sais) possuem baixa toxicidade e ndo sao inflamaveis, o que torna esse sistema de
extracdo ambientalmente seguro. Além disso, seus constituintes sao
comercialmente acessiveis e de baixo custo [4]. Tais sistemas tém um enorme

potencial para extragcdo e separagdao de proteinas, moléculas orgéanicas e ions



metalicos, entretanto, a compreensdo dos mecanismos de formagao de SAB e dos
processos de particdo ainda representa um grande desafio, por isso ha uma
necessidade constante de mapear quais as combinagcdes de polimeros e sais s&o
capazes de induzir o processo de separagao de fases e particionar diversos tipos de
solutos. Uma das principais limitagbes encontradas nestes sistemas estava
associada a separagcdo de solutos hidrofobicos, porém a quimica de
macromoléculas tem criado diferentes espécies de polimeros capazes de criar
ambientes micelares possibilitando a eliminagcdo destes problemas, todavia as
pesquisas em busca de novos diagramas com copolimeros ainda é bastante

escassa [5].

Este presente trabalho tem como objetivo construir novos diagramas de fases
com varios tipos de polimeros e sais e utilizar parte destes diagramas para particao
de proteinas do soro de leite (a-lactoalbumina e B-lactoglobulina) possibilitando a

criacdo de novas formas de aproveitamento de parte deste subproduto.

1.2- BREVE HISTORICO SOBRE SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

Sistemas Aquosos bifasicos (SAB) podem ser obtidos pela combinagéo de
dois polimeros hidrossoluveis que se diferem quimicamente em suas estruturas,
pela mistura de um polimero e um sal (organico ou inorganico), pelo simples
aquecimento de uma solugcdo contento um polimero e mais recentemente pela
mistura de liquidos ibnicos e sais inorganicos [6-9]. A formacdo de um sistema

bifasico ndo depende exclusivamente das combinacgbes citadas anteriormente, pois



€ necessario que o sistema esteja em determinadas condi¢cbes termodindmicas
especificas de temperatura, presséo e composigao, e outro fato € que nem todos os
pares de polimero-polimero, polimero-sal e sal-sal sdo capazes de provocar o

surgimento de mais uma fase [10-11].

A descoberta dos SAB ocorreu em 1896, quando Beijerinck observou que a
mistura de solugdes aquosas de agar + gelatina ou amido soluvel + gelatina, em
certas faixas de concentracdo e temperatura, resultava na formacao de um sistema
totalmente turvo e que ao permanecer em repouso separava em duas fases com
propriedades termodindmicas intensivas distintas, sendo que a fase mais densa era
enriquecida em agar ou amido e a fase de menor densidade se apresentava com

elevados teores de gelatina [12,13].

Estudos realizados por Ostwald e Hertel, na década de 20, revelaram que
amidos provenientes de distintas origens geravam diagramas de fases com
caracteristicas diferenciadas em relagdo aos diagramas encontrados por Beijerinck
[14,15]. Este estudo foi de suma importancia, pois mostrou que era possivel obter

SAB com polimeros diferentes do que foram utilizados inicialmente.

Um estudo sistematico realizado por Dobry e Boyer-Kawenoki, na década de
40, mostrou que o processo de separagao de fases poderia ser obtido pela
combinagao de varios tipos de polimeros quimicamente distintos. Os pesquisadores
mostraram que dos 35 pares de polimeros testados apenas 4 pares ndo separavam

em duas fases distintas [16,17].

Entretanto, o pesquisador Per Ake Albertsson, na década de 50, mostrou que
os SAB é um ferramenta promissora para separagao/purificacdo de materiais de

origem bioldgica. As pesquisas de Albertsson introduziram no meio cientifico novos



sistemas tais como os SAB formados por PEO+Dextrana+agua e PEO+Fosfato de
potassio+agua. A partir dos trabalhos de Albertsson houve um numero crescente de
pesquisas cujo proposito era obter novos SAB e utilizagdo destes sistemas para

purificagdo de materiais como proteinas, aminoacidos, anticorpos, células [18-22].

Na década de 80, Spivakov utilizou os sistemas bifasicos para purificagdo de

ions metalicos, sendo considerado como o pioneiro neste tipo aplicagao [23].

Nos anos subsequentes, os SAB foram utilizados para extrair varios materiais
como, nanoparticulas, complexos inorganicos e purificar ou pré-concentrar
compostos hidrofobicos, que era considerado como uma limitagdo do uso da
técnica, porém gragas aos novos sistemas com ambientes formados por estruturas

auto-organizadas denominadas de micelas esta limitagao foi superada [24-26].

Atualmente, com legislagdes ambientais cada vez mais rigidas, as pesquisas
para obter novos SAB tém ganhado destaque devido a necessidade de criagédo de
metodologias ambientalmente segura. Além das questdes ambientais, os SAB tem-
se mostrado como uma ferramenta de alta performance, pois as propriedades
termodinamicas de cada SAB é muito particular e isso propicia selecionarmos um

SAB adequado para cada soluto [27].

1.3- INTERPRETAGAO DO DIAGRAMA DE FASE

A representagao grafica das composigdes de cada uma das fases dos SAB
geralmente é expressa pelo diagrama de fase, podendo ser triangular ou retangular.

Abaixo é mostrado um diagrama do tipo retangular figura 1.
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Figura 1: Representagao esquematica de um diagrama de fases retangular.

Os diagramas de fase podem ser expressos por diversas unidades, porém &
comum expressa-lo em percentuais massicos (%m/m, wt%). Os eixos cartesianos
denotam as composicdes de polimero e sal, sendo comum, para os SAB formados
por polimero+sal+agua, reservar o eixo das abscissas para discriminar o conteudo
de sal e o0 eixo das coordenadas é utilizado para discriminar a concentracdo de
polimero. Como se pode observar pela figura 1 ha um comportamento classico de
total exclusdo entre o polimero e o sal, em que o sal se concentra, quase
totalmente, na fase inferior enquanto o polimero tende a se concentrar na fase
superior. Interessantemente, este mesmo comportamento de exclusdo entre os

componentes do sistema é observado nos sistemas formados por polimero-polimero



e sal-sal. O diagrama pode ser divido basicamente em duas regides, sendo que a
regido situada acima da linha binodal fornece sistemas bifasicos e abaixo da mesma
o sistema se mantém unifasico. A posicdo da binodal no diagrama modifica com
varios fatores, dentre eles a massa molar do polimero, temperatura, tipo de polimero
e espeécie eletrolitica [28]. A binodal descreve os pontos de maxima composi¢ao que
um sistema permanece unifasico e representam a composicao das fases superiores
e inferiores de uma determinada linha de amarragdo (LA). A linha de amarragao
esta limitada pelo ponto FS, que expressa a composi¢cao da fase superior e pelo
ponto Fl, que representa a composigédo da fase inferior. O ponto G1 expressa uma
dada composic¢ao global do sistema da linha de amarragéo limitada por FS e FI. O
ponto G2 pertence a outra linha de amarragao que possui FS e FI com composic¢des
diferentes das discutidas anteriormente. Uma mesma linha de amarragao pode ter N
valores de composi¢des globais, entretanto, ao obtermos sistemas cuja composi¢éo
global esteja localizada na regido central da linha de amarragdo, obter-se-a
sistemas com volumes de fases idénticas, sendo assim a escolha de uma dada
composig¢ao podera fazer com que o sistema obtenha mais fase rica em polimero,
para o caso em que a composigao global tenha uma concentragao polimérica maior
que aquela obtida pelo ponto médio da linha de amarracdo, ou uma maior
quantidade de fase rica em eletrélitos, para o caso em que composicdo polimérica

seja menor que o valor médio da linha de amarragao.

O tamanho ou comprimento desta linha de amarragdo € um parametro
termodinamico importante, pois ela representa o quao distintas sdo as propriedades
termodinamicas intensivas das fases do sistema e este comprimento pode ser

calculado pela equacao 1:



cLa= [(c5-ch?+ (€5 - chy?
(eq.1).

em que, C; e C, sdo as concentragdes de polimero na fase superior e
inferior, respectivamente, enquanto C; e C!. s&o as concentragdes do sal na fase

superior e inferior, respectivamente. A medida que o valor do CLA aumenta, torna-

se maior a diferengca de composicao entre as fases.

A analise de varios diagramas de fase reportados pela literatura revela que
as linhas de amarracdo sdo paralelas entre si, porém trabalhos do nosso grupo
utilizando copolimeros e PEOs tém mostrado que este paralelismo entre as linhas
de amarracdo ndo é uma regra para SAB’s como propde Zaslavsky [29]. A
inclinagao da Linha de amarragao (ILA) pode ser facilmente calculada pela equagéao

2:

1= ()

(eq.2).

Em que (0P/dS) expressa a taxa de variagdo do percentual massico do

polimero em relagdo a variagdo do percentual massico de sal.

Outra relagcao importante no diagrama de fases € o ponto critico (PC). Neste
ponto ndo € possivel distinguir uma fase da outra, pois as fases detém propriedades
termodinamicas idénticas. O ponto critico também se caracteriza por expressar um
estado termodinamico de alta instabilidade e este fato faz com que as propriedades

termodinadmicas descritas por ele sofram drasticamente o efeito das flutuagdes. Este



fato € compreensivel, uma vez que a média de uma propriedade termodinémica

qualquer tera a mesma magnitude dos desvios da média.

1.4- TERMODINAMICA DE SEPARAGAO DE FASES E EQUILIBRIO ENTRE

FASES

Um processo de mistura de um sistema de dois ou mais componentes, a
pressdo e temperatura constantes, é expresso pela variacdo de energia livre de
Gibbs de mistura AnsG. Para que qualquer processo de mistura ocorra
espontaneamente o valor de AnsG < 0 [29,30]. Consideremos um processo de

solubilizagdo de uma macromolécula em agua (figura 2):

+  — %
PEOsoiido) H20Q iquida) Solucao Polimerica
(GkF’EO) (GyH:z(}) (GySGIugﬁo)

Figura 2: Representagao do processo de obtengdo de uma solugéo polimérica.

A formagdo de uma solugdo polimérica € dada, de maneira simplificada,

pelos seguintes eventos:

1. Quebra das interagdes polimero-polimero no estado soélido;
2. Abertura de cavidade entre as moléculas de agua para alocar a

macromolécula, consequentemente quebra das interagbes agua-agua;



3. Colisdes entre as macromoléculas e moléculas de agua, sendo
que desta forma cria-se novas interagdes intermoleculares;

4. Mudanga da conformagéo da cadeia macromolecular.

Todo este processo ocorre com a diminuicdo da energia livre de Gibbs de
mistura, porém a medida que se adiciona mais macromoléculas ao meio 0 AnisG
comecga a ficar cada vez menos negativa até que no momento em que adigdo de
mais uma macromolécula tornaria o0 AnisG > 0. Entretanto, o sistema se separa em

duas para minimizar a energia livre do sistema.

A formagao da fase é caracterizada pela turvacéo do sistema e depois de
certo tempo o sistema entra em equilibrio, que em geral, do ponto de vista
experimental, ocorre quando as fases estdo totalmente limpidas e volumes bem
definidos. O tempo de equilibrio é caracteristico para cada SAB. A obtengdo do
estado de equilibrio implica que a energia livre do sistema atinja um valor minimo ,
ou seja, variagcdo de energia livre igual a zero. Como a distribuicdo dos
componentes formadores do sistema é efetuada a pressao e temperatura constante,
a energia livre de Gibbs do sistema dependera unicamente da composi¢cdo das
fases. A formulacdo termodinamica para o equilibrio entre fases € mostrada nas

equacgodes de 3-15 [31].

G =G(T,P,ng,ny, - ,n,) (eq. 3).

Onde G é energia livre,T é a temperatura, P € a presséo e n,, np, ..., N

correspondem as diferentes quantidades de substancias de cada espécie.

A diferencial total da equacgao 3 fornece:



a d
d6 = () dr +(3°) dP + (5=) dng +
T/ pngnp,nyg OP/ T ngnp,my OMa/ 1 pnpmy
aG ) G
96 dny + -+ (2=) dn (€q. 4).
(anb TP g, Ny b ong TP g, Np z

Rearranjando a equacgéo 4, tem-se:

Como a pressao e a temperatura em que ocorre o processo de separagao de
fases sao constantes, o primeiro e o segundo termo da equagao serao iguais a zero

€ a equagao 5 se transforma:
dG = XiZq pwidn (eq. 6).

A equacgéao 6 mostra, de maneira simplificada, a dependéncia da energia livre
com a composigao do sistema. A equagéo 6 pode ser rearranjada para um sistema

com uma maior quantidade de fases (equagéao 7).

=35 2 nOu® (eq. 7).

Deve-se lembrar que numero de componentes e a quantidade de substancia

séo constantes nas fases (equagao 8).

§=1 ni(a) =n; = constante (i =1,2,3,...,5) (eq. 8).

Diferenciando a equacgao 7, obtém-se:

lll

Substituindo a relacédo de Gibbs-Duhem (eq. 10)
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¥ nPau® =0 (eq. 10).

i=1 "
da equacao 9 tem-se:

d6 = 35, S, udn = S8R, w0 dn” + XL, P dn” (eq. 11).
Diferenciando a equacao 8, obtém-se:

¢ dn!® =0 ou dn{® = -3%_ ! dn® (eq. 12).

Substituindo a equagao 12 na equacgao 11 e lembrando que na condi¢ao de

equilibrio dG = 0, tem-se:
G =30 yk [yl@ - yi(“’)] an® =0 (eq. 13).
Da equacéo 13 chega-se a relagio 14:
P =y ((i=1,2,.,8e5=12..,0—1) (eq.14).

A equacao 14 atesta que o potencial quimico de um dado componente sera
igual em todas as fases no equilibrio termodindmico. Para um sistema bifasico
(Fase Superior (FS), Fase inferior (FI) e Interface (IT)) formado por polimero (P), sal
(S) e agua (w) a equacao 14 implica que o equilibrio s6 sera alcangado no momento
em que o potencial de cada um dos compostos for igual em cada uma das fases

(equacgao 15):

WS = L, _ D

HgFS) _ #gm _ Mgﬂ) (eq.15).
S
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Quando o sistema atinge o equilibrio termodindmico ha uma implicagéo
tedrico-experimental de que o sistema tenha atingido o equilibrio térmico (troca de
energia térmica entre o reservatoério e o SAB), equilibrio mecanico (ndo ha variagao
do volume das fases), equilibrio de transferéncia de matéria (o fluxo de matéria
entre as fases permanece constante — implica que a composi¢cao dos componentes
sdo constantes na fase), equilibrio quimico (a transformagdo de um composto
quimico em outro atinge uma taxa constante — implica que composi¢cao nao se altera
no sistema). A termodindmica explicita que um sistema em equilibrio ndo sofre
nenhuma alteracdo em suas propriedades termodindmicas (extensivas ou
intensivas) quando este é isolado. Caso ocorra alguma variagdo de suas
propriedades termodinamicas é uma indicagéo de que sistema estava num pseudo-
equilibrio termodinamico. Entretanto, o isolamento total (sem fluxo de energia e
matéria entre a vizinhanga e o sistema) de um sistema, infelizmente, ndo é possivel
do ponto de vista pratico. Somente com o SAB em equilibrio termodinédmico é
possivel mensurar a propriedades extensivas e intensivas do sistema e fazer
comparacdes entre sistemas distintos em relacdo a efeitos de tipo de
macromolécula, massa molar, temperatura, eletrdlito e outros que se julgarem

relevantes e necessarios.

1.5- ASPECTOS FiSICO-QUIMICOS DE POLIMEROS E COPOLIMEROS

O polimero denominado poli(6xido) de etileno (PEQO) ou polietileno glicol
(PEG) é um dos polimeros mais utilizados em aplicagdes industriais como a

produgdo de embalagens, vernizes e tintas, sendo que este é obtido pela
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polimerizagcao do 6xido de etileno (EO) através de iniciadores basicos, acidos ou de
metais (Li, Na, Mg) [32]. Este polimero esta disponivel no mercado em diversas
massas molares que podem ultrapassar 1x10° g/mol. Apesar de sua hidrofilicidade,
o PEO é usado para facilitar a solubilizagao de drogas lipofilicas em formulagées
farmacéuticas [33]. Este polimero é o mais explorado para separagao de
biomoléculas e ions metalicos SAB, pois possui baixo custo em relagdao aos outros
polimeros e sdo atoxicos mantendo-se dentro dos principios da quimica verde [34].
A cadeia polimérica (figura 3) é formada por grupos EO e grupos terminais de

hidrogénio (R, = H) e hidroxila (R1 = OH).

Figura 3: Representagdo da formula molecular da macromolécula de PEO com n

unidades de grupos EO.

O polimero Poli(6xido) de propileno (PPO) ou Polipropileno glicol (PPG)
apresenta caracteristicas similares ao PEO. Todavia, o PPO tem menor solubilidade
quando comparadas ao PEG. Esta diferente solubilidade esta diretamente
associada ao grupo —CHs; presente na estrutura do PPO, que caracteriza uma maior
hidrofobicidade do PPO frente ao PEO de mesma massa molecular.
Interessantemente, a elevacao da temperatura provoca um aumento substancial da
hidrofobicidade de ambos os polimeros [35,36]. O polimero (figura 4) é formado
pelos grupos de 6xido de propileno (PO) e grupos terminais de hidrogénio (R, = H) e

hidroxila (R = OH).
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Figura 4: Representagdo da formula molecular da macromolécula de PPO com n

unidades de grupos PO.

A classe de compostos denominados de copolimeros s&o macromoléculas
formadas a partir da repeticdo de duas ou mais unidades monoméricas ao longo da
cadeia polimérica [37]. A arquitetura molecular de um copolimero pode ser do tipo
randémica, blocos, enxertado e estrela. A configuragao do tipo randdémica (figura 5a)
exibe a caracteristica em que os diferentes tipos de mondmeros estao dispostos de
maneira aleatoria na molécula. Os copolimeros do tipo bloco (figura 5b) podem ser
descrito em termos da wunido de blocos de diferentes monémeros. As
macromoléculas do tipo enxertado (figura 5c) exibem ramificagdes de modo que a
cadeia principal tenha um mondmero diferente da ramificacdo. A macromolécula do
tipo estrela (figura 5d) possui um formato similar a uma estrela, sendo que base da

estrela formada por um mondmero diferente dos “bragos” [38].
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Figura 5: As diferentes arquiteturas moleculares dos copolimeros.

Apesar de existirem iniumeras espécies de copolimeros os mais utilizados
sdo os do tipo bloco. Estes copolimeros podem ser do dibloco ou tribloco (figura 6).
Os copolimeros mais utilizados séo aqueles em que os blocos sdo formados por

grupos EOs e POs.
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Figura 6: Formulas moleculares dos copolimeros diblocos e triblocos.

Os copolimeros blocos sao referidos comercialmente como Poloxamers,
Pluronics (BASF) ou Synperonics (ICl) [37]. Estas macromoléculas sao de baixo
custo (quando comparadas a polimeros do tipo dextrana), biocompativeis e exibem
diferentes comportamentos em solugbdes devido aos diferentes balangos de EO/PO
o que confere diferentes balangos hidrofilico-lipofilicos a macromolécula [39]. O
mercado dispde de varias massas moleculares que partem 1000 a 15000 g/mol e
balangos EO/PO que variam de 10% a 80% em massa de grupos EOs.

A nomeacéo destes copolimeros € expressa por letras e numeros. Em geral a
letra é utilizada para descrever o estado fisico nas CNTP, sendo que a letra L se

refere a liquidos, P e F para pasta e flocos,respectivamente. O primeiro namero



indica a massa molar do bloco PO de modo que cada unidade do primeiro algarismo
da nomenclatura € dada como um grupo de cinco unidades PO. O ultimo algarismo
indica a fracdo em massa do bloco EO que no caso deve-se multiplicar por 10 o
ultimo numero para se obter a fragdo massica de grupos EO. Para exemplificar,
tomemos os copolimeros utilizados no presente trabalho. O L35 é um liquido com
aproximadamente 928g/mol de PO e com 50% m/m de EO. Todavia, o F68 se
apresenta na forma flocos com 1740g/mol de PO e 80% m/m de bloco EO.

Como dito anteriormente, os copolimeros exibem diversos comportamentos
em solugdo devido aos diferentes balangos EO/PO. A caracteristica mais marcante
dos copolimeros blocos é a capacidade de se organizarem, em certas faixas de
concentragao e temperatura, em solugdo formando estruturas denominadas micelas
[40,41]. As micelas dos copolimeros triblocos do tipo EO-PO-EO sao estruturas
altamente organizadas de modo que o nucleo destas € muito hidrofébico, grupo PO,
enquanto a parte externa, grupo EO, e mais hidrofilica [42].

Em geral a arquitetura das micelas pode variar quanto a forma e ao tamanho
(figura 7). As técnicas utilizadas para determinagdo da morfologia destes agregados
sao, principalmente, aquelas que se baseiam no principio de espalhamento de
radiacdo como o SAXS, SANS e espalhamentos de luz. Esta técnica permitiu
determinar que a estrutura de copolimeros do tipo EO-PO-EO seria esférica, com

cerca de 15 a 60 macromoléculas por agregados e com raio entre 6 a 12 nm [43].
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Figura 7: Representacdo esquematica das estruturas de agregacao formadas por
copolimeros blocos em solugdo: a) copolimero unimero; b) micela esférica em um
solvente seletivo para o bloco da extremidade; c) micela esférica em um solvente
seletivo para o bloco mediano; d) formagdo de rede em solvente seletivo para o

bloco mediano; e) formagao hexagonal; f) formacao lamelar.

A concentragao em que ha formagao de micelas € denominada concentragao
micelar critica (C. M. C.) e a temperatura em que ha formagédo espontanea de
micelas é nomeada como Temperatura Micelar Critica (T. M. C.). Pode-se obter a
CMC de um determinado copolimero através de varias técnicas como medidas de
tensdo interfacial, solubilizacdo de corantes hidrofébicos, RMN, calorimetria, etc.
[37,44,45]. A CMC de varios copolimeros pode ser vista na tabela 1.

Vale destacar as CMC dos copolimeros L35 e F68, que sdo 1,3 x 102 e 1,4 x
10° mol.L", respectivamente. Em SAB os polimeros se encontram em
concentragdes superiores aos da CMC e isto possibilita a aplicagao de sistemas
auto-organizados para extragao, purificagdo e pré concentragdo de compostos de

altamente hidrofébicos
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Tabela 1: Diversos copolimeros com suas respectivas CMC a 25°C. [37]

Copolimero CMC/mol. L™
L31 2,0x 107
L35 1,3 x 10
F38 2,1x 107
L42 7,0x 107
L62 7,4x10°
L64 8,8x 107
F68 1,4 x 10
F77 2,2x 1072
F87 2,2 x10%
F88 4,6 x 102
F108 51x10™
F127 8,0x 10™
P94 1,0x 107
P103 7.4x10™
P105 8,0x 10™

1.6- TERMODINAMICA DE FORMAGAO DE MICELAS DE COPOLIMEROS

As mudangas de energia livre associado ao processo de micelizagéo, AnicG, é dado

pela equagao 16 [40]:

ApmicG = RTIn(Ceprc) (eq.16).
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Em que R corresponde a constante dos gases, T € a temperatura do

sistema e a variavel, Ccuc, € a concentragdo micelar critica.

Baseado em valores experimentais de CMC é possivel calcular AnicG (tabela

2) [37].

Tabela 2: An,icG de copolimeros a 25°C.

Copolimero AmicG/(kJ.mol™")
L31 -9,7
L35 -10,8
F38 -9,6
L42 -12,3
L62 -12,2
L64 -11,7
F68 -16,3
F77 -15,2
F87 -15,2
F88 -19,0
F108 17,7
F127 -18,8
P94 -17,1
P103 -17,9
P105 17,7

Pela tabela 2 é possivel observar que o processo de formagédo de micelas é
mais espontaneo para o copolimero F68 quando comparado L35. Isto ocorre devido
aos diferentes balangos EO/PO da macromolécula. Esta relacdo entre o AnicG,
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nuamero de grupos EO e numero de grupos PO pode ser expressa de maneira

aproximada pela relacdo matematica:
ApicG = —7,68 —0,0160NEO — 0,150 NPO (eq.17).

Em que NEO é numero de grupos EO e NPO se refere aos grupos PO.A
relacdo entre os dados experimentais e os resultados obtidos através de calculos

pela equacgao 17 podem ser vistos na figura 8:

/kJ.mol
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Figura 8 Grafico de correlagao entre valor experimental (eixo x) e o calculado pela

equacao 2 (eixo y).

A figura 8 mostra que uma boa correlagédo ,r = 0,930, entre os dados
experimentais e calculados. Isto implica que os diferentes balangcos EO/PO da

macromolécula influenciam diretamente no processo de micelizacéo.
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Resultado experimentais obtidos por calorimetria diferencial de varredura e
aproximagao de Van’t Hoff [46,47] revelam que o processo de micelizagdo de
copolimeros em meio aquoso é entropicamente dirigido, uma vez que a variagao
entalpica de micelizagao, AmicH, € maior do que zero. A consequiéncia deste fato é
que quanto maior a razao de grupo PO/EO mais espontdneo sera o processo de
formagéo de micelas, pois os grupos PO sdo mais hidrofébicos que os grupos EO e

este efeito se tornam mais acentuados com a elevagéo da temperatura.

1.7- EFEITO HIDROFOBICO

O efeito hidrofébico esta associado a agregacao espontanea de moléculas
em meio aquoso [48,49,50]. As caracteristicas termodinamicas deste evento, para
moléculas que desestruturam de maneira drastica o arranjo espacial de moléculas
de agua, sao caracterizadas pela variagdo de entalpia de valor positivo e variagao
entropica positiva, levando a uma variagcdo de energia livre negativa [51]. Esta
agregacao espontanea de moléculas hidrofébicas (MH) esta vinculada ao fato de
que o sistema tentar minimizar sua energia através da redugdo dos pares
interacionais agua-MH. A reducéo destes pares implica em liberagdo de moléculas
de agua e consequente aumento da entropia configuracional. Muitas moléculas
hidrofobicas pequenas (MHP) de baixa solubilidade se agregam em meio aquoso
nao pela quebra de interagdo agua-MHP, mas pelo fato das MHP se alocarem nas
cavidades existentes na estrutura hexagonal da agua gerando um efeito entalpico
exotérmico devido as interagbes formadas entre MHP-MHP que sado do tipo
interacdo de Van der Waals. Os principais efeitos termodinamicos encontrados na
hidratacao hidrofdbica sao [51]:
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e Aumento do potencial quimico do soluto o que explicita baixa
solubilidade;

e Forte dependéncia da temperatura;

¢ Inducdo de separacao de fases que é dependente da temperatura e
COMpOosigao;

e Aumento da capacidade calorifica.

O efeito hidrofébico tem sido considerado como a chave de varios fendmenos
como a solubilizacdo de compostos hidrofébicos em agua e vice-versa, adesao
entre um composto e uma superficie hidrofébica, modificagdo morfologica de
liquidos em superficies, adsor¢do de contaminantes hidrofébicos em interfaces ar-

agua, formacgéao de micelas e enrolamento de proteinas.

Um copolimero, definitivamente, ndo é uma molécula pequena ao ponto de
se poder alocar nos espagos vazios da estrutura hexagonal formada pelas
moléculas de agua e, portanto, ao inserir uma macromolécula no meio aquoso uma
cavidade devera ser formada para alojar este soluto. As interagdes intermoleculares
do tipo solvente-solvente e polimero-polimero sao quebradas dando origem as
interagcées soluto-solvente. A parte hidrofébica do copolimero fara com que as
moléculas do solvente formem novas estruturas ao seu redor, perdendo graus de

liberdade.

Com o aumento da concentragédo dos copolimeros, uma maior quantidade de
estruturas organizadas sera gerada o que leva o sistema a uma grande perda
entropica. Ao chegar a concentragdo em que a energia livre de Gibbs de dissolugao
seria positiva, as moléculas se agregam formando estruturas auto-organizadas. Isto

ocorre através da quebra das estruturas de solvatagdo das moléculas de agua que,
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consequentemente, ganham graus de liberdade, sendo este evento chamado de

efeito hidrofébico.

Ao mudarmos os polimeros de um sistema aquoso bifasico, novas
configuragbes e conformagdes das cadeias poliméricas irdo surgir, sendo que
havera diversificagdo das interagdes intermoleculares gerando ambientes com
diferentes estruturas de solvatacdo levando a balangos hidrofébicos/hidrofilicos
especificos que variam conforme a espécie polimérica e composi¢gao do sistema.
Em SAB a mudanga de um polimero por outro mais hidrofébico causa o aumento de

regido bifasica considerando-se que os polimeros possuam massas molares iguais.

A solubilidade de polimeros como PEO, PPG, L35, F68 sugere uma ordem
hidrofébica: PPG > L35 > F68 > PEO, de modo que o PEO possui uma maior
solubilidade e como consequéncia € mais hidrofilico [5]. A literatura reporta que
aumento da temperatura propicia uma maior agregagao de moléculas e aumento da

hidrofobicidade das fases [40].

Ao se tratar de copolimeros blocos uma importante questdo surge em relagao
aos balancos de grupos EO/PO (diferentes balangos EO/PO promovem CMC e
propriedades hidrofilica-lipofilicas diferentes, por exemplo, das fases de um SAB) no
evento de agregagdo molecular. Um ponto interessante que surge destes balancos
EO/PO é referente a contribuicao dos grupos mais hidrofébicos (PO) no processo de
agregacao ou separagao de fases. Esta discussdo é valida, pois surfactantes de
baixa massa molecular o aumento de grupos EO representaria um aumento da
CMC devido a elevagao da solubilidade, entretanto, a contribuicdo de grupos EO
para aumento/diminuicdo da CMC em copolimeros, EO-PO-EO, sao irrisorias e

praticamente despreziveis. Isto possivelmente ocorre devido a um balanco entre o
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aumento da solubilidade e a entropia configuracional, uma vez que a medida que se
aumenta a cadeia polimérica o numero de conformagdes do polimero aumenta e

como consequéncia diminui-se a entropia de mistura [37].

Uma investigacdo recente mostra que agregacdo € totalmente controlada
pelo bloco hidrofébico. Avaliando-se as contribuicdes de diferentes blocos através
da mudanca da cmc causado pela adicdo de uma unidade hidrofébica pode-se

chegar a uma tabela de hidrofobicidade relativa (tabela 3) [43]:

Tabela 3: Hidrofobicidade dos compostos em relagéo ao grupo PO.

Estrutura do bloco Hidrofobicidade relativa
(CH(CH3)CHy) 1
((COOCH)CHy) 4

(CH2) 5
(OCH2CH,-(C2Hs)) 6
(COO(CHy)s) 10
(CH2(CeHs)) 12

Apesar de varias teorias que visam o entendimento do efeito hidrofdbico
ainda ndao ha nenhuma que finaliza o assunto e seja capaz de prever
comportamentos. Portanto, sdo necessarios estudos que possam avaliar a extensao
do efeito de solubilidade e particdo de solutos em varios meios, bem como
pesquisas na area de desnaturagdo de proteinas, agregagcao de compostos em

diversos meios, separacao de fases entre outros.
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1.8- TERMODINAMICA DE SOLUGOES POLIMERICAS - TEORIA DE FLORY-

HUGGINS

A concepgdo entropica de mistura, numa solugdo ideal, € baseada na
distribuicdo aleatéria de um soluto em um solvente obedecendo a um modelo

reticular (figura 9) [30,52].

Figura 9: modelo de tridimensional em que cada esfera ocupa um cubiculo (sitio).

O numero de configuragdes possiveis (Q) de um sistema que contenha n,
particulas sendo n4 particulas de soluto e n, particulas de solvente € dado por uma

permutagao com repeticao, expressa pela relagado matematica 18:

Q= Do (eq.18).

n1!n2!
A partir da equagédo de Boltzmann (equacao 19) é possivel calcular a entropia

de mistura:

S = kin (=) (eq.19).

nl!nz!

Em que S é a entropia referentes aos diferentes arranjos, k é constante de

Boltzmann.
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Para se chegar a uma forma em que seja possivel utilizar a equagao 19 é
necessario a utilizacdo da aproximacgao de Stirling (In N! = NInN — N). Aplicando a
aproximacgao, tem-se (equacgéao 20):

ApinS = —k(nyInX; + n,InX;) (eq.20).

Em que AnmixS corresponde a variagdo de entropia de mistura para uma
solucéo ideal.

Este modelo classico ndo pode representar uma solugdo polimérica, pois a
macromolécula, devido ao seu tamanho ndo ocupa apenas um sitio e, portanto o
valor de entropia de mistura para um polimero, necessariamente, sera diferente.
Uma forma de driblar este problema seria dividir a macromolécula em segmentos
que ocupem apenas um sitio na rede tridimensional, todavia, devido aos vinculos
entre os seguimentos, a entropia de mistura ainda seria menor, pois ha redugéo do
numero de configuracgdes.

A teoria termodinamica para solugbes de polimeros foi desenvolvida em 1941
pelos cientistas P. J. Flory e M. L. Huggins. Um fato interessante € que estes
pesquisadores nao trabalhavam juntos (ndo tinham contato) e tiveram as mesmas

idéias o que resultou em publicagdes iguais no mesmo ano.

O modelo de Flory-Huggins considerou que as diferentes configuragdes do
sistema corresponderiam a entropia de mistura, porém ndo foram levadas em
consideracao as variacdes de entalpia e volume da solugdo. Consideraram que o
arranjo das moléculas ou segmentos depende somente da composigédo, do tamanho
e da forma da molécula.

A equacao que expressa a variagao entrépica de mistura para um sistema de

macromoléculas € dada por (equagao 21):
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Em que ®4 e ®, sdo, respectivamente, a fragdo volumétrica do polimero e do
solvente; k €& constante de Boltzmann. As fragcbes volumétricas sao dadas pelas

equacdes 22 e 23:

Pnq

1= (eq.22).

ny+Pnq

¢, = —2— (eq.23).

ny+Pnq

Em que ®4 e ®, sdo, respectivamente, a fragdo volumétrica do polimero e do
solvente; P é numero de segmentos da macromolécula; ni e ny sao,

respectivamente, o numero de moléculas de polimero e solvente.

E interessante comparamos as equacdes 20 e 21, pois quando P—1, a
equacgao 21 se torna identica a equagao 20 e isso mostra os seguimentos de uma

macromlécula ocupam o mesmo volume de uma molécula de solvente.

A teoria de Flory-Huggins preve o calculo de outras variaveis termodinadmicas

importantes, como 0 AmixU, AmixH € 0 AnixG.

O AmixU é calculado baseado no fato de que no processo de solubilizagao
existem pares de interacdo que serdo rompidos e outros que serao criados. A

equacao abaixo representa a quebra e formagéo de novos pares.

Em que App, Ass € Aps representam, respectivamente, os pares potenciais de
interacdo polimero-polimero, solvente-solvente e polimero-sovente. O balango de

energia de formagéo de novos pares de interagdo é dado por:

AA = 2 Aps —(1/2)(App + Ass) (€q.25).
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Em que AA expressa o balanco de Energia Potencial resultante na quebra
das interagdes intermoleculares entre as moléculas de polimero-polimero e
solvente-solvente para formar um novo par potencial formado por moléculas de

polimero-solvente.

Baseado no balango energético (AA) da formagéao e quebra das interagdes, O

AmixU pode expresso em termos da relagdo matematica (equagéao 26):

AnixU = AA. Ppg (€9.26).

Em que Pps é a probabilidade de se formar pares de interagao polimero-
solvente. Esta Pps esta diretamente relacionada ao numero de coordenacio, as
quantidades de polimero e solvente, bem como o numero de sitios da rede. Logo a

expressao que representa Pps € dado pela equagao 27:

Pps = Z.L. 9.9, (€q.27).

Em que Z é numero de coordenacao do sitio do reticulo, L € nimero total de
sitios da rede (n, + Pn4), ou seja, a soma do numero de moléculas de solvente com
numeros de segmentos da macromoléculas mutiplicado pela quantidade de
macromoléculas ; 1 e O, séo, respectivamente, a fragdo volumétrica do polimero e
do solvente. Juntando as equagbes 26 e 27, tem-se a equagao completa que

representa a AmixU (equacéao 28 ):

AmixU = AA.Z.L.¢y. ¢, (€9.28).

Assim o valor de AnxU pode assumir valores numéricos que podem ser
positivo, negativo ou nulo que dependerao dos valores encontrados para o AA. O
sinal resultante de AA e consequentemente de AnxU € devido aos eventos

moleculares. Trés possbilidades s&o possiveis:
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1. AA < 0: ocorre quando as interagdes intermoleculares (contatos)
do par potencial polimero-solvente forem mais intensas do que as interagdes
intermoleculares (contatos) entre os pares potenciais polimero-polimero e
solvente-solvente nos respectivos estados puros.

2. AA > 0: ocorre quando as interagdes intermoleculares (contatos)
do par potencial polimero-solvente forem menos intensas do que as
interagbes intermoleculares (contatos) entre os pares potenciais polimero-
polimero e solvente-solvente nos respectivos estados puros.

3. AA = 0: ocorre quando as interagdes intermoleculares (contatos)
do par potencial polimero-solvente forem idénticas, formag¢ao de uma solucao
ideal, as interagdes intermoleculares (contatos) entre os pares potenciais
polimero-polimero e solvente-solvente nos respectivos estados puros.

A teoria de Flory-Huggins faz a aproximagao de que variagdo de volume final

mistura seja igual a zero (AmixV = 0). Isto possibilita o calculo de uma importante

relacao termodinamica, que é AnixH. A relagcéo termodinamica que expressa AmixH €

dada por (equacgao 29):

AmixH

ApixH = ApixU 4 P. AV (€9.29).

Em que P corresponde a pressao de equilibrio do sistema.

Como a teoria de Flory-Huggins implica que AmixV = 0, logo, pela equagao 29,

AmixU € consequentemente a equagdo para o0 AnmixH, pela relagéo

matematica 28, sera (equacgao 13):

AmicH = DA.Z.L.¢,. $, (€q.30).
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O termo Z. AA é o parametro de Flory-Huggins ( y ). Este parametro é dado

pela equacao 31:

__z(AA)

.31).
T (eq.31)

Em k é a constante de Boltzmann e T é a temperatura do sistema.

Deve-se dar muita importancia ao parametro de Flory-Huggins, pois nem todo
par polimero-solvente sera formado ao final da mistura. Varias técnicas sado usadas
para a determinagao experimental deste parametro, como cromatografia por fase
reversa, espalhamento de luz e diminuigdo da presséo de vapor do solvente [53-57].
O significado fisico-quimico deste parametro esta associado a estabilidade de pares
de interacdo polimero-solvente frente as colisdes moleculares. Um par potencial,
polimero-solvente, sera estavel se a energia de interagdo (AA) for maior que a
energia cinética (kT). A quantidade xkT representa a diferenga de energia de uma
molécula de solvente imersa no polimero puro (®4 = 1) comparada com a situagao
em que essa mesma molécula esta imersa no solvente puro. O parametro de Flory-
Huggins pode dar informagdes a respeito das interagdes. Conhecer o valor de X
muitas vezes é util quando se quer discutir estados conformacionais do polimero em
solucdo. Em sistemas em que x>0,5 as macromoléculas se encontrar colapsadas
sobre si mesmas, minimizando a interacdo com o solvente. Porém, quando x<0,5,
as conformacdes sao mais expandidas devido a maior solvatagao do polimero.Para
valores x = 0,5 as interagdo polimero-polimero, polimero-solvente e sovente-

solvente sdo muito parecidas e portanto a solugdo tem comportamento ideal.
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A jungdo das equacgbes AmixH € AmixS permite formular uma equagdo, em
termos da energia livre de Gibbs de mistura, AnixG. A equacgao final para a AnixG €
dada por (equacgao 32):

AmixG = kT[X. (nz + Pnl).¢1. (i)z + nlln¢1 + nzln(i)z] (eq32)

A equacdo 32 possibilita a previsdo de separacao de fases, bem como a
solubilidade de polimeros num dado solvente, basta que se conheca o pardmetro de

Flory-Huggins.

A teoria de Flory apresenta muitas restricdes, como AnixV = 0, 0 que nao
ocorre na pratica. Outro problema é que ndo ha permissdo de espago sem matéria
na solugao (vacancias). Estudos posteriores mostraram que o parametro de Flory-
Huggins nao é independente da temperatura e concentragao do polimero. Este fato
cientifico sugere que ha interagcbes especificas no sistema que impede a total
distribuicdo aleatéria do polimero, logo sugeriu-se que o parametro de Flory-
Huggins tinha uma componente entrépica, que expressa a perda do grau de
liberdade juntamente com a alteragédo na conformag¢ao do polimero apds a mistura
das moléculas do polimero com as do solvente, e outra entalpica que expressa o
contato do par potencial segmento do polimero-solvente, ou seja, representa a
energia envolvida no rompimento e formagdo dos pares potenciais, polimero-

polimero, solvente-solvente e polimero-solvente.

Apesar de algumas limitagdes a teoria de Flory-Huggins é uma ferramenta
que auxilia no entendimento processos de mistura de solugcbes de polimeros, bem
com o0s as consequéncias criticas desta mistura e inclusive muitas teorias para
particao de solutos em meios poliméricos sao construidas com os subsidios tedéricos

desta proposta de Flory-Huggins.
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1.9- TEORIA DE HAYNES PARA PARTIGAO DE SOLUTOS

A determinacado de quais sao as forcas motrizes responsaveis pela particdo de um
determinado soluto é de fundamental importancia para que se possa compreender o
mecanismo de distribuicdo de particulas em SAB. Antes de iniciar a explanacao
sobre o modelo cabe aqui a definigdo do coeficiente de particdo (K,). O K, é dado
pela razdo das atividades (aj) do soluto nas fases superiores e inferiores,
respectivamente. Nos estudos de particio € comum que o soluto esteja em
concentragdes muito baixas. Baseado nesta relagdo o coeficiente de atividade y{*

obedece a seguinte relagao fisico-quimica (equagéao 33):
limg_o+ ¥ =1 (eq.33).
A equacao 33 implica que o coeficiente de particdo seja dado por (equagao 34):

FS
[soluto];

- FI
[soluto];

p (eq.34).

Em que [soluto]fs e [soluto]f’ representam a concentragéo do soluto i’ na fase

superior e inferior, respectivamente.

O pesquisador Haynes [58] e colaboradores desenvolveram uma teoria, baseada na
obra de Flory e Huggins, que explica o comportamento de particao através de uma
equacgao que associa a distribuicdo dos solutos a fatores termodinamicos cujas
forcas motrizes sao de origem entalpicas e/ou entropicas. Para facilitar o
entendimento a equagao é dividida em contribuigdes: Uma entrépica e outra

entalpica
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A contribuicao entrdpica € dada pela equagao (35):

MMgoiuto (S nl
ansoluto = _spo =22 (_ — —) (eq.35).

Em que, Ksouto € 0 coeficiente de particido do soluto estudado, como por
exemplo uma proteina, MMgyuiio @ massa molecular do soluto, p € a densidade
numerica molecular global do sistema, nSe VS representam o numero de moléculas
residentes na fase superior € o volume que estas ocupam, respectivamente; n'eV
denotam a mesma interpretacdo dada aos termos anteriores, porém referentes a

fase inferior do sistema.

Para que uma particao seja governada por fatores entropicos o soluto devera
se apresentar em quantidade majoritaria (Ksouto<1) na fase em que o sistema
apresentar maior numero de moléculas por unidade de volume. Por exemplo, para
sistemas formados por copolimero L35 + sulfato de magnésio, a fase inferior
apresenta maior populagdo de moléculas por unidade de volume quando
comparada a fase superior. A equacao 36, para o exemplo citado, implica que o

nS  nl . . .
termo (ﬁ — W) tenha um valor menor que zero, gerando um coeficiente de particao

do soluto menor que 1 (se K<1, pode-se dizer que a natureza do fendmeno é de

origem entropica, caso as interagdes na fase inferior seja desfavoraveis).

A relacao entalpica é dada pela equacgao 36:

_MMSO uto
InK = ——2R2 32 (¢7 — ¢i )wis — Die1 Li—2 (97 b5 —

OV (€q.36).
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Sendo ®° e @] as fragdes volumétricas do componente “i” na fase superior
e inferior, respectivamente. Enquanto que w; ou wis sdo os pares potenciais

efetivos, dado pela equacéao 37:

1
Wij = Z [Eij -3 (Eii — E”)] (eq.37).

“w “w,

Em que w; é o par efetivo entre os componentes formadores do SAB’s “i" e “j”;

“wry
|

wis € o par efetivo entre o componente “i” na fase superior ou inferior com o

soluto;

z é o total de pares potenciais que ocorrem entre os componentes do SAB’s

“n @

i” e “j” ou com o soluto;
&, & € € SA0 0s pares potenciais.

A equacdo 36 revela dois termos que podem estar relacionados a

transferéncia do soluto para uma das fases.

3

. . S 1 . . N

O primeiro termo, [Z({,ﬁi - )W,»S] revela a energia associada a
i=1

interacao do soluto com todos os componentes do sistema. Ele ira se transferir para
fase onde houver maior quantidade do componente que ele tem maior interacéo, ou

seja, onde a formagao do par Wisouto tiver um valor mais negativo.

(¢is¢f—¢%1¢f)w,«j], se refere a

O segundo termo da equacgado, [

2
i=1

3
j=2
diferenga do conteudo entalpico entre a fase superior e inferior. Este conteudo
energético tem sua origem nas interagbes que os componentes de cada fase
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realizam entre si. Neste termo estdo descartadas as interagcdes do soluto com

qualquer um dos componentes das fases.

O termo, Y| (¢f¢f}w,.j, se refere a auto-energia da fase superior. Esta

2 3
i=1

j=2
energia esta associada a capacidade de se abrir uma cavidade para alocar o soluto
em uma das fases. O soluto ira se transferir para a fase que possuir maior contetudo
entalpico e no caso de SAB’s formados por copolimeros + eletrdlitos a fase superior
possui maior entalpia, pois a maioria das suas interagcdes intermoleculares sdo do
tipo dipolo-dipolo e na fase inferior do tipo ion-dipolo, sendo que sera mais um
soluto se transferir para a fase superior devido ao fato de se gastar uma menor

quantidade de energia para se abrir uma cavidade para alocar o soluto.
1.10- O MODELO DO PSEUDO-POLICATION

Muito modelos s&o utilizados para entender o processo de separagédo de
fases em SAB, porém ainda ha um longo caminho a ser percorrido até que os
mecanismos moleculares que ocorrem durante o evento de segregacado sejam de

fato elucidados.

Apesar de nao existir um consenso cientifico majoritario a respeito do
processo de segregacdo o modelo proposto por da Silva e Loh, baseado em
medidas calorimétricas, apresenta uma boa explicacdo para o0 processo de
separagao de fase, bem como as diferengas de regido bifasica causadas pelos

diferentes eletrdlitos [59].
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O estudo realizado por da Silva e Loh consistiu em mensurar a energia do
durante o processo de transicao de fase por titulagdo calorimétrica onde o sal era
adicionado a uma solug¢do contendo polimero. Esta adicdo seguia até que o sistema
separasse em duas fases [59]. A figura 10 mostra alguns dados das curvas obtidas

por este processo:

0.0 0.5 1.0 1.6 20 25

-1
mi(mol kg )

Figura 10: Entalpia de solugao diferencial dos sais de sulfato de sddio (m), sulfato de

litio (o) e cloreto de sédio (¢)numa solugao de 7,82% (m/m) de PEO 3350.

A analise do grafico representado na figura 10 mostra que o processo de
separagao de fases, representado pela linha vertical tracejada mostra 0 momento
em que ocorre a formacgao de duas fases, mostra que processo de sepragao de fase
ocorre com o aumento entalpico. Logo, pelas equagdes da termodinamica classica,
verifica-se que o processo de separagao de fases em SAB formados por Polimero +
Sal + agua é entropicamente dirigido e que os diferentes cations tem uma
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significativa influéncia no processo de separacdo de fases que é resultado das

diferentes interagbes com o polimero.

O modelo propde que a mistura de solugbes de PEO e eletrélitos promove a
interacdo entres estas espécies. A molécula de PEO contém em cada mondmero
um atomo de oxigénio contendo pares de elétrons livre para para interagcdo com os
cétions. Esta interagao faz com que os cations liberem moléculas de agua que antes
estavam trapeadas por eles devido as interagdes do tipo ion-dipolo. Estudos de
dindmica molecular revelam que os ions de soédio, litio, magnésio e zinco possuem
varias camadas de solvatagdo, que s&o respectivamente, Na’(H20)4(H20)g(H20)s,
Li+(H20)4(H20)9(H20)5, Mgz+(H20)6(H20)12 e Zn2+(H20)6(H20)12 [60] As
macromoléculas também estdo solvatadas por moléculas de agua as quais sao
libertadas neste processo de interacdao segmento EO-cation. Todo este processo
ocorre com ganhos de graus de liberdade das moléculas de agua e promove um
aumento da entropia de mistura do sistema. Vale lembrar que os cations contribuem
negativamente para entropia de mistura, pois eles estardo perdendo grau de
liberdade ao interagir com a macromolécula, porém a liberagdo de moléculas supera
em muito esta perda entrépica apresentada pelos cations. O evento continua
ocorrendo até que n&o haja mais ganho entrépico pelo sistema e neste momento o
sistema se separa em duas fases para minimizar a energia livre de gibbs do

sistema.

Portanto, a imagem que surge deste modelo € que, a fase rica em polimero
contém cations interagindo com o polimero que geram uma densidade de carga

positiva sobre a macromolécula, nomeada de pseudo-polication (figura 11).
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Figura 11: Macromolécula carregada positivamente como sugere o modelo.

O modelo permite inferir que as diferentes quantidades de eletrdlitos para
promover a separacao de fases esta intimamente ligada a forga de interagcéo entre o
cation e os segmentos da macromolécula, de modo que o cation que interage com
maior intensidade com o segmento necessitara de uma maior quantidade para
saturar a macromolécula. Vale ressaltar que os anions também interferem na
interacdo dos cations com o polimero e consequentemente sdo capazes de

promover o aumento ou a diminuigdo da regido bifasica de um SAB.

1.11- PROTEINAS DO SORO DO LEITE: a - LACTOALBUMINA E B -

LACTOGLOBULINA

O soro do leite € obtido pela coagulagédo do leite durante o processo de

fabricacdo de queijo, sendo considerado como um subproduto. Nas ultimas duas

décadas tém sido crescentes os estudos envolvendo a purificagdo, por SAB, de
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proteinas do soro do leite. A quantidade de algumas proteinas presentes no soro de
leite pode ser observada na tabela 4 [61]:

Tabela 4: Fragido de algumas proteinas do soro do leite.

Proteina Concentracdo/ (g.L™)
a-lactoalbumina 0,60 -1,70
B-lactoglobulina 2,00 -4,00

Lactoferrina 0,05-0,10
Lactoperoxidase 0,02 - 0,06
Albumina de Soro 0,30 - 0,60
Glicomacropeptideo 1,20 - 1,50
Imunoglobulina 0,60 -1,00

As proteinas a-lactoalbumina e [B-lactoglobulina tém sido alvo de muitos
estudos em SAB cujo objetivo final é a obtencdo de uma metodologia capaz de
purificar e separar estas proteinas promovendo uma nova forma de agregar valor ao

soro do leite.

1.11.1- a - LACTOALBUMINA

A a-lactoalbumina € uma metaloproteina globular, apresenta 1 ion calcio por
molécula, possui massa molecular de 14.176 g.mol'1 que contém 123 residuos de
aminoacidos (figura 12) por molécula com ponto isoelétrico (PI) igual a 4,80. Sua
desnaturagao pode ocorrer proximo do pH = 7 na temperatura de 65°C. Apresenta
em sua estrutura 4 ligagdes do tipo ponte de enxofre (- S — S —) por molécula [62-
64]. O interesse cientifico-econdmico em obté-la com alto grau de pureza esta

associada as suas propriedades hipocolesterolémica, antimicrobianas, anti-
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carcinogénicas e por ser precursora da serotonina que € responsavel pela atengéo e

0 sono [65,66].

1
H - Glu-Gin-Leu ~Thr-Lys -Cys -Glu - Val -Phe-

Arg  (Variante B)

Gin (Variante A)

~Glu-Leu-Lys -Asp-Leu-Lys -Gly - Tyr -Gly -Gly -

n
Val -Ser -Leu-Pro —Glu - Trp - Val ~Cys ~Thr - Thr -Phe —His — Thr -Ser - Gly - Tyr ~Asp-Thr - Glu - Ala -

[

H

101
lle = Asn-Tyr - Trp -Leu- Ala - His -Lys - Ala -Leu-C

1 123
Glu-Lys ~Leu-OH

l

I

an

lle = Val =GIn -Asn-Asn-Asp-Ser ~Thr - Glu- Tyr -Gly -Leu-Phe-GIn - lle ~Asn-Asn-Lys - lle ~-Trp-
L]

Cys-Lys —Asp-Asp —Gin -Asn-Pro - His - Ser—-Ser —Asn - lle - Cys -Asn - lle - Ser -Cys-Asp-Lys -Phe-
M

Leu-Asp-Asp-Asp-Leu ~Thr ~Asp-Asp- lle ~Met-Cys -Val -Lys -Lys - lle ~Leu-Asp-Lys - Val -Gly -

ys-Ser - Glu-Lys -Leu-Asp-Gin-Trp -Leu-Cys-

(I

Figura 12: Sequéncia dos aminoacidos da estrutura primaria da a-lactoalbumina.

O ion célcio, as ligacbes de enxofre e outros fatores fisico-quimicos séo

responsaveis pela estrutura tridimensional da a-lactoalbumina. A figura 13 mostra a

representagao, via modelo de fitas, da estrutura terciaria da a-lactoalbumina obtida

por difracao de raio-x [67].
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Figura 13: Modelo tridimensional da a-lactoalbumina

A figura 13 mostra que a proteina a-lactoalbumina apresenta estruturas
secundarias regulares. O termo estrutura secundaria regular € usado para
denominar as sequéncias de residuos com valores repetidos de rotagao da ligagao
Co— N, &, e C, — C, ¥, obtidos pelo diagrama de Ramachandran. As estrututas
secundarias podem ser do tipo B (verde — cerca de 14% da estrutura) ou a-Hélice
(azul — cerca de 26% da estrutura). Cerca de 60% estrutura 3-D da a-lactoalbumina
€ disposta de maneira “aleatéria”, ou seja, com diferentes valores de ® e ¥ na
sequéncia de residuos. Em solucbes aquosas a-lactoalbumina se apresenta como
um elipséide alongado de dimensdes espaciais iguais a 2,50 x 3,70 x 3,20 nm. Na
figura 13 é possivel observar as ligagcbes do tipo — S — S — (preto) [63]. Ao centro
observa-se o atomo de calcio (amarelo) que é responsavel por manter uma
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estrutura em que as sequéncias de aminoacidos mais hidrofébicos se encontram
mais enclausuradas no interior da proteina. A auséncia deste metal promove uma
ligeira abertura da proteina para exterior provocando aumento da sua
hidrofobicidade devido a exposicao de sequencias de residuos mais hidrofébicos

[68].

1.11.2- 8 - LACTOGLOBULINA

A B-lactoglobulina € uma proteina globular sem a presenga de metais em sua
estrutura que possui 162 residuos de aminoacidos (figura 14) o que Ihe confere uma
massa molecular de 18.283 g. mol” com ponto isoelétrico igual a 5,20 e apresenta
mudangas em sua estrutura nativa em temperaturas préximas aos 70°C [69].
Apresenta propriedades antivirais, antimicrobianas, anti-carcinogénicas e pode ser

utilizada na industria alimenticia como agente emulsificante [63, 65].

Figura 14: Sequéncia dos aminoacidos da estrutura primaria da B-lactoglobulina.
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As estruturas secundaria e terciaria da B-lactoglobulina estdo representadas na

figura 4 [63]:

Figura 15: Modelo de fita tridimensional da B-lactoglobulina

A figura 15 mostra que a B-lactoglobulina apresenta estruturas secundarias
regulares do tipo B, que representa 43% da estrutura, do tipo a-Hélice, que
representa de 10-15% e as demais estruturas estdo dispostas de maneira
“aleatéria”. E importante relevar o fato de que estes valores se referem a proteina
em solucdo e em certas faixas de pH. A literatura reporta que ha uma pequena
diferenga de hidrofobicidade entre a a-lactoalbumina e B-lactoglobulina com valores
de 4,68 and 5,03 kJ/(residuo apolar), respectivamente, sendo esta ultima

considerada a mais hidrofdbica [70].

1.11.3- PARTIGAO DE a - LACTOALBUMINA E B — LACTOGLOBULINA

EM SAB

44



Os experimentos com estas proteinas em SAB consistem em avaliar o efeito
da temperatura, do tipo de macromolécula, massa molar do polimero, tipo de sal
formador do sistema, pH e variagdo da composicdo do polimero, sal e agua nas
fases sobre o coeficiente de partigéo.

Inimeros estudos apontam para um comportamento de particdo bem distinto
entre estas proteinas. Estudos de particdo em sistemas do tipo PEG + tampao,
realizado por Chen, de fosfato mostrou a 3-lactoglobulina tem preferéncia pela fase
inferior (K < 1) e a a-lactoalbumina tem preferéncia pela fase superior (K > 1) [70].
Este resultado foi bastante inesperado, pois a fase contendo PEG é mais
hidrofébica que a fase salina e desta forma a a-lactoalbumina deveria ter Kp menor
que B-lactoglobulina devido sua menor hidrofobicidade. A justificativa deste fato foi
baseada no numero de residuos de triptofano presentes em maior quantidade de a-
lactoalbumina. Entretanto, o comportamento ndo pode ser explicado baseado
apenas na hidrofobicidade, pois o processo de particdo envolve muitos eventos
moleculares e ndo apenas a interacdo de origem hidrofobica [70]. Trabalhos
posteriores, realizados por Zuniga et AL., avaliaram o efeito da massa molar sobre o
coeficiente de particdo das proteinas para o sistema PEG MM (1500, 4000, 6000 e
8000 g.mol'1) + fosfato de potassio, pH = 7, e concluiram que a diminuicdo da
massa molar aumenta de maneira expressiva o coeficiente de particdo de ambas as
proteinas (Kq = 25,00 e Kg = 0,04 para a massa molar 1500 g.mol™) [71]. Estudos
realizados por Pico et al. Mostraram que o aumento do pH na faixa de 6,8 a 8,0
promove um aumento do coeficiente de particdo destas proteinas [72]. Outros
estudos realizados por Pico et al. em sistemas de PEG 1000 + citrato de sdédio

encontraram coeficientes de particdo de aproximadamente 12 para a-lactoalbumina
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e 0,3 para B-lactoglobulina [73]. Em ambos os estudos realizados por Pico et al.
foram relatados os mesmos efeitos, em relacdo a massa molar, observados por
Zuniga et al.. Rodrigues et al. encontrou valores de Kp, para ambas as proteinas,
muito similares aos de Picé et al. nos sistemas com o sal de citrato de sodio, porém
foi utilizado um sistema formado por PEG 900 + sulfato de aménia [74].

A particdo destas proteinas em sistema polimero-polimero mostrou
resultados interessantes. Da Silva e Meirelles mostraram que a particdo das duas
proteinas em sistema do tipo PEG + maltodextrina exibia coeficientes de particao
para a-lactoalbumina igual a 5,00 e para B-lactoglobulina igual a 0,90. Todavia, ao
mudar o PEG pelo PPG, tornando a fase superior mais hidrofébica, os coeficientes
para ambas as proteinas tinham o mesmo valor, ou seja,K = 3,00 [75,76]. Pessoa
Filho et al. estudou comportamento de particdo em sistema em ambientes micelares
avaliando a temperatura e tipo de copolimero em sistemas de F38 ou F68 +
NH,COO NH4 + agua. A particao se mostrou ligeiramente endotérmica e a diferenca
de coeficientes de particao entre as proteinas reduziu abruptamente em relagcéo aos
sistemas PEO + sais inorgéanicos [77].

Apesar da existéncia de muitos estudos envolvendo a particado da a-
lactoalbumina e B-lactoglobulina ndo ha uma explicagéo para os comportamentos de
particdo e por isso faz-se necessario um maior numero de experimentos para que

uma explanacéao satisfatéria venha a tona.

1.12- SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS DO TIPO MACROMOLECULA + SAL +

AGUA
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A literatura descreve uma extensa quantidade de combinagbes de
substancias quimicas capazes de originar um SAB. Estas combinag¢des sédo obtidas
por tentativa e erro, uma vez que ndo ha uma teoria capaz de prever quais relagdes
entre as espécies quimicas resultariam na segregacao de fases e conseqlente
formacéao destes sistemas.

A tabela 5 apresenta varios exemplos de pares de PEO ou PPO + Sal capaz
de formar um SAB considerando-se certas condi¢cdes termodindmicas especificas
de pressao, temperatura e composicao.

Tabela 5: Pares de componentes (PEO ou PPO + sal) formadores de SAB.

Massa molar Sal formador Referéncia
PEO 300 (NH4)2SO,4 [29]
Na,SO,*, MgSO4*, Cs,CO3, KHoPO,4 +
PEO 400 [26,78,79]
KoHPO,4
KH,PO4 + K2HPO4, (NH4)ZSO4, K3C6H607,
PEO 600 [80, 81,82, 83]
N8306H607
K3POy4, K2CO3, (NH4)2SOy4, LioSOy4, 79, 80, 82, 82,
PEO 1000 MnSQO4, ZnSO,4, NaOH, K3CgHgO7,
83, 84, 85]

Na3C6H607, CSZCO3, CSZSO4
K3CeHsO7, NazCsHgO7 (NH4)2SO4, KH2PO4

PEO1450 [80, 81]
+ KoHPO,

N32804, MgSO4, LizSO4, KH2PO4 + [5,82, 84, 86,
PEO 1500

KoHPO,4, NH,COONH,, K3CgHgO7 87, 88, 89]

NaOH, KOH, H3PO4, K;CO3, (NH4)2SO4,
PEO 2000 [90, 91, 92, 93]
NaNO3, NagCeH507

PEO 3350 NaxSO4, MgSOy, LioSO4, NazCeHgO7 [81, 94]

NGQSO4, MgSO4, Li2804, Na3C6H507,
[79, 86, 87, 88,
CUSO4, ZnSO4, KH,PO,4 + K2HPO4,
PEO 4000 95, 96, 97, 98,
NH2COONH4, (NH4)2HPO4, CSZCO3, 99, 100]
CSQSO4, N82C4H406, NaN03
Na2804*, MQSO4*, Li2804*, N82WO4,

PEO 6000 [84, 86, 101]
NaNOs, ZnSO4*,
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PEO 35000 Na,SO4, MgSOs, Li»SO4, [94]
Na>COs, NaCl, Na,SO4, MgSO., [102, 103, 104,
(NH4)2S04, NaNO; 105]

PPO 400 ou 425

*Sé&o artigos publicados do presente trabalho de tese.

Os SAB do tipo PEG + Sal apresenta varias vantagens para particdo de
solutos. Uma das principais vantagens esta associada ao baixo custo do polimero e
diversidade de sistemas existentes para selecionar de acordo com a caracteristica
do soluto.

Os SAB de PEG + sal sao extremamente eficientes para separagao de
proteinas. Estudos mostram que a transferéncia da proteina para fase superior é
maior quanto menor for a massa molar do polimero. Outra vantagem de sistemas
com baixa massa molecular esta associada a baixa viscosidade da fase polimérica e
o tempo que o sistema leva para entrar em equilibrio € extremamente pequeno. A
utilizacdo de sistemas de PEG + sal com massas moleculares baixas como PEG
600, PEG 400 e PEG 300 é muito restrita devido a escassez e dificuldade de
construcdo destes diagramas.

Apesar dos sistemas do tipo PEG + sal, independentemente da massa molar,
serem amplamente utilizados para purificagdo de varias espécies quimicas, eles
apresentam uma restrigdo fisico-quimica que € a baixa hidrofobicidade da fase o
que impossibilita a aplicagdo destes SAB para solutos insoluveis em agua.
Entretanto, a solucdo para este problema tem sido a criacdo de SAB com
macromoléculas que formam ambientes micelares em solucdo. Estas
macromoléculas sdo chamadas de copolimeros. A tabela 6 mostra todos os SAB

formados por copolimero + sal existentes na atualidade.
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Tabela 6: SAB formados por copolimero + sal.

Copolimero Sal formador Referéncia

N32804, MQSO4, NaN03*,
Li»SO4, KH,PO,4 +
KoHPO4, NazCgHs07%,
L35 [27, 106, 107, 108]
N82C4H404*, C32C03,
(NH4)3C6H507 N32C4H404,

(NH4)2S04, CHsCOONa

L62 KHoPO4 + KoHPO,, [109]
KHoPO, + KoHPO,,
L64 K3PO4, NaOH, (NH4),SOs4, [91, 105, 110]
NazSO04, MgSOy, Li»SO4,
F38 NH,COONH, [77]

Na SOy, MgSQOy, LioSO4*,
KH2PO4 + KoHPOy,
ZnS0O4*, (NH4)2.SO4*,
F68 NaxSO4*, MgSOy, [28, 107, 108, 111]
(NH4)3CeH507,
Nas;CgHs07, Na,COs,
Nay,C4H404

*Artigos publicados do presente trabalho de tese

A utilizacdo de SAB com ambientes micelares para particdo de solutos
insoluveis em agua € muito escasso, uma vez que os SAB eram considerados
inapropriados para esta finalidade. Entretanto, da Silva et al. mostrou que a
utilizagdo de extratantes de hidrofébicos, 1N2N, (1-nitroso-2-naftol ), em SAB
contendo micelas (L35 + Na;SO4) era capaz de promover a transferéncia de varios

ions metalicos (Ni(ll), Fe(lll), Cd(ll), Co(ll), Zn(ll) and Cu(ll)) para a fase rica em
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copolimero [26]. Entretanto, a utilizacdo de SAB com sistemas micelares ainda é

restrito devido ao numero reduzido de diagramas disponiveis na literatura.

1.13- DIAGRAMAS DE FASES: MODIFICAGOES DA REGIAO BIFASICA

O processo de separagao de fases dos diagramas em sistemas formados
porcopolimero ou polimero + sal, polimero-polimero e consequentemente da regido
bifasica sdo fortemente afetados por diversos fatores como a temperatura, massa

molar do polimero, tipo de polimero, sal formador.

1.13.1- EFEITO DA TEMPERATURA

A literatura reporta que o aumento da temperatura pode provocar um
aumento da bifasica em diagramas do tipo polimero + sal (figura 16) [89, 95, 101]. A
relacdo entre o aumento da temperatura e aumento da regido bifasica esta
associada ao fato de que o processo de separacao € endotérmico. Entretanto,
varios artigos mostram que temperatura pode ter um efeito tdo pequeno, que do

ponto de vista estatistico ndo ha diferenca entre as curvas binodais.

T
T2 T2>T1

Polimero (%m/m)

Sal (Y%om/m)
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Figura 16: Efeito da temperatura sobre a regiao bifasica.

O aumento da temperatura também pode fazer com que a transferéncia de
agua da fase superior para fase inferior seja maior e desta forma o volume das
fases sao alterados. o aumento da temperatura causa o aumento da hidrofobicidade
da fase e assim ha exclusao de moléculas de agua de solvatagdo do polimero de
modo a transporta-las para fase mais hidrofilica. A temperatura também afeta a
inclinagdo da linha de amarragdo. Este fato é consequéncia da transferéncia de

moléculas de agua

1.13.2- MASSA MOLAR DO POLIMERO

O numero de monémeros da macromolécula afeta diretamente a area em que
o sistema permanece com duas fases. Estudos mostram que o aumento da massa

molar do polimero promove a ampliacdo da area bifasica [93, 108]. Esta tendéncia

esta representada pela figura 17.

Copolimero (%m/m)
8B 8 8 g8 g &
L 1 L 1 1 1 1 1 L 1

-
o
1

[=]
1

0 5 10 15 20 25 30
Sal (Y%om/m)

Figura 17: Efeito da massa molar. (simbolo vazio): F68 ; (simbolo cheio): L35.
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Segundo a teoria de Flory-Huggins esta maior facilidade em separar de fase
em sistemas com polimeros com massas molares mais altas esta diretamente
ligada ao numero de configuragbes do polimero em solugdo. O efeito da massa
molar poder ser atribuido basicamente pelo fator entrépico, uma vez que o
parametro de interacdo de Flory-Huggins praticamente independe da massa molar
do polimero. O aumento da massa molar provoca a diminuicdo da entropia de
mistura resultando numa diminui¢do da solubilidade do polimero devido ao fato de
que o polimero se torna mais hidrofébico com o aumento da massa molar e isso faz

com que a separacgéao de fase ocorra com uma menor quantidade de componentes.

1.13.3- EFEITO DO ELETROLITO FORMADOR DO SAB

O sal formador, sais organicos ou inorganicos, do SAB exerce uma grande
influéncia sobre a regido bifasica. Em geral a avaliagao é feita em termos dos anions
e cations que compde o sal conservando-se 0 mesmo polimero. O exemplo abaixo

(figura 18) mostra a contribuicdo dos cations no processo de separagao de fases.
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Figura 18: Efeito do cation sobre a regido bifasica.
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A figura 18 mostra claramente que os cations sao responsaveis pelas
diferentes posi¢des da binodal. Conforme discutido no item referente ao modelo do
pseudo-polication estes diferentes comportamentos estdo associados a interagao
deste cations com os grupos EO do polimero, sendo que o cation que apresenta
maior interagdo, litio para o exemplo citado, possui uma menor regido bifasica
quando comparado aos demais cations [94, 101].

Estudos com intuito de avaliar o efeito dos anions sobre a regido bifasica
mostraram, a exemplo dos céations, que ha diferencgas relevantes de comportamento.
A ordem na preferéncia em induzir a separagéo de fase, PEO + sais de sodio, foi:
PO, > CeHsO7° > SO4% > CO3™ > OH [112].

Apesar dos anions nao terem sido estudados quando o modelo do pseudo-
polication foi proposto pode-se inferir que cada anion interfere diferentemente no
modo como o cation interage com os segmentos EO e produz efeitos diferenciados
na saturagcdo da macromolécula reduzindo ou aumentando o numero de cations

interagindo com os segmentos.

1.13.4- EFEITO DO TIPO DE MACROMOLECULA

A literatura reporta que o aumento da hidrofobicidade, seja pela troca de PEG
por PPG ou modificando os balangos EO/PO do polimero, mantendo a massa
molar, provoca um aumento ou diminui¢do da regido bifasica. Em geral a troca de
um polimero por outro mais hidrofébico acarreta no aumento da regido bifasica.
Estudos mostram que hidrofobicidade chega a superar o efeito causado pela massa
molar, ou seja, um polimero hidrofébico com massa molar menor (L35 — 1900 g.mol

'Y em relacdo a outro mais hidrofilico com massa molar maior (F68 — 8400 g.mol™),
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com o mesmo sal formador, possuem a mesma area bifasica. Isto ocorre devido
uma compensagao em que alta hidrofobicidade do polimero compensa os efeitos
entropicos [107]. Outro fator, de menor relevancia, esta associado as diferentes
conformagdes que o polimero assume em solugao contribuindo assim para

diferenciar o comportamento.
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CAPITULO 2: OBJETIVO, MATERIAIS E METODOLOGIAS

2.1- OBJETIVO

Este trabalho de pesquisa visa a obtengdo de novos sistemas aquosos
bifasicos (SABs), obtidos a partir da mistura de solugdes aquosas de copolimero
bloco ou polimeros (PEG), com solugdes aquosas de sais organicos e inorganicos.
Estes copolimeros tri-blocos podem ser representados esquematicamente por
(PEO)n-(PPO)n-(PEO),, em que a variagdo de “n” ou “m” resultara sempre em
diferentes massas molares e distintos balangos hidrofébico/hidrofilico. Os SABs

obtidos serdo estudados termodinamicamente a partir:

1. Obtencédo de seus diagramas de fase;

2. Efeito da variagao da temperatura;

3. Eletrolito formador do sistema;

4. Massa molar e relagdo EO/PEO (balango hidrofébico/hidrofilico) do

polimero.

Parte destes novos SABs sera aplicada a estudos de particdo das proteinas
o-lactoalbumina e B-lactoglobulina. Sera investigada a influéncia massa molar e o

efeito do eletrdlito sobre o coeficiente de particdo das duas proteinas.
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2.2- MATERIAIS E REAGENTES

9.

. Polimeros do tipo poli(6xido de etileno) com massa molares equivalentes 400

e 6000 g.mol”' ambos da empresa SIGMA®, EUA.

Copolimeros do tipo F68 e L35 com massas molares de 8460 e 1945 g.mol'1,
respectivamente, da empresa SIGMA-ALDRICH®, EUA.

Sais de Li;S0O4.H,O (sulfato de Litio mono hidratado, 99% de pureza ),
MgS0Q..7H20 (sulfato de magnésio hepta hidratado, 99% de pureza), Na,SO4
(sulfato de sodio anidro, 99% de pureza), NaNO; (nitrato de sédio anidro,
99% de pureza), Na,C4H406.2H,0 (tartarato de sddio di hidratado, 99% de
pureza), NazCsHs07.2H,O (citrato de sodio di hidratado, 99% de pureza).
Todos os reagentes foram obtidos da empresa VETEC, BRASIL.

Corante azul brilhante de comassie (99,9% de pureza) da empresa Merck,
Alemanha.

As proteinas a-Lactoalbumina e B-Lactoglobulina foram obtidos da empresa
SIGMA-ALDRICH®, EUA.

Agua Milli-Q foi usada em todos os experimentos (R = 18 MQ. cm™).
Espectrofotémetro UV/VIS modelo CARY 50 PROBE (Varian, Australia).
Aparelho de indice de refragao do tipo Abbe Refractometer da Analitik Jena
(Konrak, Alemanha) acoplado a um banho termostatico Thermo Haake
modelo 003-5007 (Karlsruhe, Alemanha).

Banho termostatico modelo MQBTC 99-20 (Microquimica, BRASIL).

10. Banho termostatico modelo CT54HT (Schott Gerate, Alemanha)

11. Agitador tipo “Vortex” modelo 541-19000-27-1 (Alemmar, BRASIL).

12. Condutivimetro modelo Schott CG853 (Schott Gerate, Alemanha).
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13. Balanga analitica modelo AG200 (Gehaka, BRASIL).

14. Pipeta automatica modelo Finnipette da Labsystems (Helsinki, Finlandia)

2.3- METODOLOGIA

Para constru¢cdo de novos diagramas de fase foram necessérias as etapas
experimentais de obtencdo das curvas de titulacdo turbidimétrica, obtengdo de

composigdes globais bifasicas e quantificagao das fases.

2.3.1- TITULAGAO TURBIDIMETRICA

A obtencgado da curva turbidimétrica, spinodal, € de fundamental importancia
para se determinar o inicio da regido bifasica. E importante ressaltar que a spinodal
nao se trata de uma curva obtida em condi¢cbes de equilibrio termodinamico, mas o
que se observa é turvagdo momentanea da mistura de solugbes concentradas de
polimero e sal, sendo considerado como ponto pertencente a uma regido bifasica
aquele que se apresenta turva apds esta mistura.

Solugdes concentradas dos polimeros PEO 6000 (60% m/m), PEO 400 (70%
m/m), F68 (45% m/m), L35 (70% m/m) e dos sais (21% (m/m) NazSO4 (21% m/m),
Li2SO4 (21 %m/m), ZnSO4 (25% m/m), (NH4)2SO4 (30% m/m), Na,CsH4Os (30%
m/m), Na3;CgHs07 (35% m/m), NaNO3 (40% m/m) foram preparadas. As solugdes
foram levadas ao banho termostatizado para que permanecessem na temperatura

em que se desejar obter a curva.

O procedimento para obtencgéo da spinodal consistia em pesar 1g da solugao
concentrada de polimero em tubo de pequeno didmetro, cerca de 0,5 cm, para

melhor visualizagao da turvagdo. O tubo contendo a solugéo de polimero era levado
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a um banho termostatico onde era deixado por alguns minutos para atingir o
equilibrio térmico. A titulacdo persiste em adicionar aliquotas de 10 pL da solugdo
de sal com uma pipeta automatica, mantendo-se a agitacdo manual do tubo dentro
do banho, até ocorrer a turvagcdo do sistema em que a solugcdo exibe um aspecto
esbranquicado, leitoso. Neste momento € anotada a quantidade de sal que
provocou a turvagdo. Apos a turvagdo e adicionada cerca de 100 yL de agua no
sistema para que o mesmo volte a se tornar limpido. Novamente é adicionado mais
sal até promover nova turvagao e apos atingir este ponto novamente era adicionada
agua ao sistema. Este procedimento é feito repetitivamente até obter cerca de 25
pontos de turvagao. A curva tipica obtida neste procedimento € ilustrada pela figura

1.

Turbidimétrica obtida para o sistema F68 + LiZSO4 a 278,15K

45
40—-
35—-
30—-

25

F68/ (% m/m)

20

154

20,500 05 10 1,5 20 25 3.0 3,5 4,0 4,5 50 55
LipSOy/ (% m/m)

Figura 1: Curva tipica obtida por titulagao turbidimétrica.

As composigdes globais que serdo usadas para a construgcdo dos diagramas

sdo obtidas com base na curva turbidimétrica de modo que os pontos globais
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estejam acima desta linha onde ha maior chance de se encontrar um sistema
bifasico.

A curva da figura 1 pode ser matematicamente aproximada de uma reta para
facilitar a obtencdo das composi¢cdes globais. Ao se aproximar a curva 1 de uma
reta pode-se tragar uma outra reta perpendicular (obtida pela multiplicacdo da reta
obtida por regressao por -1) para definir os pontos globais. A figura 2 mostra a
ilustragao do processo para obtencao dos pontos que serdo utilizados para compor

as linhas de amarragao de cada sistema de polimero + sal.

Pontos
Globais

0,500 05 10 1,5 20 25 3,0 35 4,0 4,5 50 55
LipSOy/ (% mim)

Figura 2: Utilizacdo da spinodal para obtengao de pontos globais bifasicos.

A figura 2 mostra que os pontos globais sdo obtidos através da reta
perpendicular. Através da curva obtida pela multiplicagdo por -1 pode se definir o
percentual de sal tendo como resposta operatéria a composi¢ao de polimero. O
primeiro ponto global é definido a critério do experimentador sendo que os demais
pontos utilizam-se a equacao perpendicular. Outra forma de obter composicdes

globais bifasicas é escolher aleatoriamente pontos acima da spinodal, porém este
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procedimento pode ocasionar CLA muito préximos o que poderia obter pontos

globais com composi¢des de fases muito similares uns aos outros.

2.3.2- QUANTIFICAGAO DAS FASES

A partir da spinodal foram preparados quatro ou cinco pontos globais para
cada sistema. As composigdes globais para cada sistema se encontram na tabela 1
a 13. Partiu-se de solugdes concentradas de polimero e sal as quais foram
misturadas quantitativamente de modo a obter as composicbes expressas nas
tabelas de 1 a 13 em tubos de ensaio de modo que a massa total do sistema fosse
15 g e em seguida foram colocadas num banho termostatico na temperatura
descrita nas tabelas de 1 a 13. O tempo de equilibrio é diferente para cada par
polimero- sal, sendo que para PEG 400 + Na;SO4 ou MgSO,4, o tempo de equilibrio
foi de 12 horas e para os sistemas de PEG 6000 + Li»SQO4, ZnSO4, Na;SO4 ou
MgSO4 o tempo de equilibrio foi de 36 horas. Para os sistemas de L35 + sais de
sodio ou F68 + sais de sulfato o tempo de equilibrio foi 72 horas. O equilibrio
termodinamico é atingido quando as fases estédo totalmente limpidas.

Apds os sistemas entrarem em equilibrio as fases superiores e inferiores sédo
coletadas cuidadosamente de modo a nao perturbar a interface liquido-liquido do
sistema. A quantificacdo do sal nas fases é feitas através de medidas de
condutividade. A diluicdo aproximada para as medidas de condutividade para fase
superior esta na faixa de 500-1000 vezes e para a fase inferior na faixa de 1500-
2000 vezes. Portanto, através de uma curva analitica, na faixa de concentragao de 0

— 10 % m/m para cada sal é possivel determinar a concentraco do eletrolito. A
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presengca do polimero em concentragbes de aproximadamente 0,15% m/m nao
afetou a condutividade dos sais, ou seja, as curvas condutimétricas na presenca e
auséncia do polimero se mantiveram iguais. A concentracdo de polimero é
determinada pelo valor do indice de refracdo, onde novamente curvas analiticas
foram levantadas a temperatura constante para cada polimero e sal, sendo a faixa
trabalhada variando de 0 a 20% m/m para sal e 0 a 45 % m/m para o polimero. A
diluicdo das fases para leitura no indice de refracio foi na faixa de 1,5 a 2 vezes.O
resultado obtido pelo indice de refracdo expressa a soma das concentragdes de
polimero + sal, devido a aditividade encontrada em baixas concentragdes. Portanto,
a concentracdo de polimero é encontrada subtraindo-se a concentracido total
encontrada menos a concentragdo do sal. A concentragdo de agua € encontrada

tomando-se como complementar as concentragbes de sal e polimero.

Tabela 1: Composigdes globais para os sistemas formados por PEG 400 + sulfato
de sadio.

T = 298,2K T = 308,2K T =318,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(% m/m) (Y%om/m) (% m/m) (%m/m) (% m/m) (%m/m)
1 19,78 13,28 20,17 13,21 19,41 12,65
2 20,09 14,09 21,42 13,34 21,43 13,75
3 22,49 14,50 22,79 14,35 22,46 14,74
4

23,52 15,45 24,45 15,41 23,36 15,48

Tabela 2: Composigdes globais para os sistemas formados por PEG 400 + sulfato
de magnésio.

T = 298,2K T = 308,2K T =318,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(% m/m) (Y%m/m) (% m/m) (%m/m) (% m/m) (%m/m)
14,11 10,77 13,84 10,65 13,92 10,81
2

15,55 10,95 15,54 11,43 15,33 11,65
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17,45 11,29 16,64 11,88 16,18 11,77
17,79 12,69 17,77 12,39 17,94 12,20

Tabela 3: Composi¢des globais para os sistemas formados por PEG 6000 + sulfato
de litio.

T = 283.2K T = 208.2K T=313.2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Y% m/m) (Yom/m) (% m/m) (Yom/m) (% m/m) (%m/m)
1 21.36 8,62 2254 8.36 23.65 8.26
2 2291 9,05 24.14 8.71 25.30 8.71
3 25.10 953 26.04 9.21 27.25 9.12
4 26,82 9,08 27.94 9.73 20,83 9.70
3 29 45 10,58 30,33 1034 3181 10,17

Tabela 4. Composigdes globais para os sistemas formados por PEG 6000 + sulfato
de sédio.

T = 283,2K T =298,2K T=313,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Y% m/m) (Y%om/m) (% m/m) (%m/m) (% m/m) (%m/m)
1 16,35 7.81 16,82 8,08 17.18 7.97
2 18,31 8,36 18,17 8,45 19,00 8,45
3 19,64 8,82 20,14 8,94 20,55 8,89
4 21,53 9,41 21,64 9,34 22,46 9,39
S 22,94 9.85 23.94 9,82 24.18 9.84

Tabela 5: Composi¢des globais para os sistemas formados por PEG 6000 + sulfato
de magnésio.

T =283,2K T = 298,2K T=313,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(% m/m) (Y%om/m) (% m/m) (Y%m/m) (% m/m) (%m/m)
1 18,15 7,78 18,52 7,63 19,26 7,50
2 20,15 8,29 20,09 8,15 21,43 8,06
3 21,88 8,77 21,99 8,75 23,19 8,47
4

23,88 9,30 24,05 9,45 25,10 8,91
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26,13 9,90 26,20 10,15 27,10 9,49

Tabela 6: Composi¢des globais para os sistemas formados por PEG 6000 + sulfato
de zinco.

T =283,2K T = 298,2K T=313,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Yo m/m) (Yom/m) (% m/m) (Yom/m) (% m/m) (%m/m)
1 18,02 8,64 16,96 8,96 17,21 9,10
2 19,64 9,21 18,87 9,48 19,11 9,64
3 2137 9.77 2095 10,05 2094 10,13
4 23,41 10,40 22,51 10,50 22,84 10,63
5

24,74 10,83 25,02 11,25 24,75 11,12

Tabela 7: Composigdes globais para os sistemas formados por L35 + Citrato de
sédio.

T =283,2K T = 298,2K T=313,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Y m/m) (Y%om/m) (% m/m) (%m/m) (% m/m) (%m/m)
1 18,68 9,10 27,32 5,11 18,67 9,10
2 21,97 9,68 31,06 5,62 22,01 9,67
3 24,67 10,79 34,82 6,11 24 .68 10,78
4 27,40 12,06 38,57 6,62 27,38 12,06
5 30,43 12,94 42 .31 7,12 30,41 12,94

Tabela 8: Composigdes globais para os sistemas formados por L35 + Tartarato de
sodio.

T =283,2K T = 298,2K T=313,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(% m/m) (Y%om/m) (% m/m) (%m/m) (% m/m) (%m/m)
1 20,00 8,21 35,99 4,55 25,78 9,93
2 22,11 10,21 39,92 5,34 25,58 11,16
3 25,28 11,32 45,04 5,63 29,02 12,02
4 28,20 12,13 49,66 6,33 32,69 12,66
5 30,59 13,39 54,62 6,59 38,89 14,22
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Tabela 9: Composigcdes globais para os sistemas formados por L35 + Nitrato de
sodio.

T =283,2K T = 298,2K T=313,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Y% m/m) (Yom/m) (% m/m) (Yom/m) (% m/m) (%m/m)
1 21,11 25,13 19,16 24,60 19,19 24,83
2 23,04 25,61 21,28 25,44 21,25 25,12
3 25,05 26,22 23,12 25,67 22,97 25,29
4 26,84 26,78 25,14 26,11 25,10 26,21
5 28,67 27,34 27,14 26,55 27,10 26,69

Tabela 10: Composi¢des globais para os sistemas formados por F68 + Sulfato de
sédio.

T =278,2K T = 288,2K T = 298,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Y m/m) (Y%om/m) (% m/m) (%m/m) (% m/m) (%m/m)
1 10,91 7,06 12,52 6,62 12,39 5,81
2 12,94 7,68 15,19 6,88 12,90 6,34
3 15,83 7,94 17,58 7,51 15,35 6,97
4 17,41 7,96 18,93 8,45 17,85 7,70
5 18,82 9,69 21,13 8,93 18,70 8,69

Tabela 11: Composi¢des globais para os sistemas formados por F68 + Sulfato de
zinco.

T =278,2K T = 288,2K T = 298,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(% m/m) (Y%m/m) (% m/m) (Y%m/m) (% m/m) (%m/m)
1 11,09 8,51 8,52 8,14 9,31 712
2 12,96 8,86 11,63 8,74 10,61 7,88
3 13,74 9,51 13,91 8,60 13,43 8,04
4 16,16 9,39 15,24 9,43 15,46 8,49
5 16,62 10,82 17,01 10,37 17,06 8,98
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Tabela 12: Composi¢des globais para os sistemas formados por F68 + Sulfato de
amonia.

T =278,2K T = 288,2K T = 298,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Y% m/m) (Yom/m) (% m/m) (Y%om/m) (% m/m) (%m/m)
1 10,29 9,36 9,25 9,65 9,51 8,02
2 11,85 9,63 12,34 9,19 13,06 7,95
3 13,65 9,79 13,88 9,70 15,78 8,72
4 16,58 10,17 14,52 11,30 16,91 10,19
5 17,77 11,38 19,16 11,12 18,64 11,07

Tabela 13: Composi¢des globais para os sistemas formados por F68 + Sulfato de
litio.

T =278,2K T = 288,2K T = 298,2K
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Y m/m) (Y%om/m) (% m/m) (%m/m) (% m/m) (%m/m)
1 17,51 8,22 11,77 7,91 15,27 8,84
2 18,75 8,56 14,03 7,93 18,41 10,68
3 20,70 8,45 15,41 8,33 19,76 11,47
4 21,05 9,12 17,35 8,37 21,83 12,29
5 21,59 9,53 18,33 8,69 22,63 13,29

2.3.3- EXPERIMENTOS DE PARTIGAO DAS PROTEINAS

Os experimentos de particdo foram realizados nos sistemas formados por
PEO 6000 ou PEO 1500 + sulfatos de litio, sédio ou magnésio a 298,2K. As
composigdes globais utilizadas estdo nas tabelas 14 e 15. Foram preparados 30
gramas de cada ponto global das tabelas 14 e 15 e colocados em banho
termostatico a 298,2K. Apds estes sistemas entrarem em equilibrio as fases

superiores e inferiores foram coletadas com seringas de 20 mL. As fases coletadas
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foram distribuidas em tubos de ensaio para realizacdo dos experimentos de
particao. Cerca de 2,5 g de cada fase foi adicionado em cada tubo de modo que
foram obtidos 4 tubos de ensaio 2,5 g de cada fase referente a um ponto global. Em
trés do tubos citados anteriormente foi adicionado 100 yL de uma solugdo de
proteinas, a-Lactoalbumina ou B-Lactoglobulina, na concentragao de 2,5 mg/mL, de
modo que quantidade de proteina no sistema fosse de 250 pg. Um tubo de ensaio
foi deixado sem proteina, pois foi usado como “branco”. Apds a adicao da proteina o
sistema era vedado e seguia-se uma agitagdo em baixa velocidade no Vortex. Apds
a agitacao o sistema era colocado no banho termostatico a 298,2K até o equilibrio
termodinadmico ser alcangado. O equilibrio foi alcangado no maximo em 36 horas e
foi caracterizado pela limpidez das fases. Apds atingir o equilibrio as fases
superiores e inferiores foram coletadas e diluidas com o reagente de Bradford para
quantificagcao da proteina nas fases via espectrofotometria UV/VIS.

A particdo das proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina entre as fases do

sistema aquoso € dada pelo coeficiente de particdo (equagéo 34 do capitulo 1)

FS
__[soluto];
- FI

[soluto];

(eq.34)

P

Em que [soluto]f® e [soluto]!’ representam a concentragdo da proteina na
fase superior e inferior, respectivamente.

A concentracdo das proteinas a-lactoalbumina e [-lactoglobulina foram
determinadas pelo método de Bradford que consiste na adicdo do reagente de
Bradford e mensuracdo da absorvancia da solucido de proteina a 595nm. A

presenga do polimero ou do sal ndo interferiu na metodologia de Bradford.
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Tabela 14: Composicoes globais para a particio de proteinas em sistemas
formados por PEO 1500 + sais de sulfato a 298,2K.

Li2304 Na2804 MgSO4
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Y% m/m) (Yom/m) (% m/m) (Yom/m) (% m/m) (%m/m)
1 20,65 10,42 17,42 9,24 22,01 8,91
2 22,89 10,50 18,32 9,97 24,55 9,48
3 25,16 11,29 19,90 10,70 25,78 9,82
4 27,03 11,61 22,22 11,59 26,65 10,8
5

29,43 12,14 23,44 12,39 28,54 11,54

Tabela 15: Composi¢cbes globais para a particdo de proteinas em sistemas
formados por PEO 6000 + sais de sulfato a 298,2K.

LizSO4 Na2304 MgSO4
PONTO
Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/ Polimero/ Sal/
GLOBAL
(Y% m/m) (Y%om/m) (% m/m) (%m/m) (% m/m) (%m/m)
1 22,54 8,36 16,82 8,08 18,52 7,63
2 2414 8,71 18,17 8,45 20,09 8,15
3 26,04 9.21 20,14 8.94 21,99 875
4 27.94 9.73 2164 9.34 24.05 9.45
5

30,33 10,34 23,94 9,82 26,20 10,15
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CAPITULO 3: DIAGRAMAS DE FASE DO TIPO PEO 400 OU 6000 + SAL + AGUA

3.1- COMPOSICOES DAS FASES

Neste capitulo discutir-se-a os diagramas de PE6000 + sais inorganicos de
ZnS0Oy4, MgSOy4, NaxSO4 e LipSO4 nas temperaturas de 283,2, 298,2 e 313,2 K e os
diagramas de PEO400 + MgSO4 ou Na,SO4 nas temperaturas de 298,2, 308,2 e

318,2 K.

A composicao das fases para os sistemas formados por PEO 6000 + Li»SOq,
PEO 6000 + Na;SO,4, PEO 6000 + MgSQO4, PEO 6000 + ZnSO4, PEO 400 + Nay;SO4
e PEO 400 + MgSO, em diferentes temperaturas estdo apresentadas nas tabelas de
1 a 6. Todas as concentragdes estdo expressas em percentual massico (%om/m). A
analise dos dados das tabelas de 1 a 6 permite afirmar que existe uma relagao de
exclusdo entre o polimero e o sal formador do sistema para todos os sistemas
estudados independentemente da temperatura. Este comportamento de exclusao é
comum em todos os SAB formados por polimero + sal e faz com a que fase superior
seja composta majoritariamente por polimero e agua, enquanto a fase inferior seja
rica em eletrdlito. Entretanto, os sistema formados por PEO + NaNOj3; exibem um
comportamento de exclusdo muito menos intenso que os demais SAB [80-110].

Esta excecao pode estar associada a alta solubilidade de sais de nitrato.
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Tabela 1: Dados de equilibrio para os sistemas PEG 400 (wpeg) + Sulfato de sédio
(ws) + agua (wy) nas temperaturas de 298,2 a 318,2 K.

LA CLA Composigao global Fase superior Fase inferior
Weee Ws Ww Wpee Ws Ww Wpgg Ws Ww
T=298,2K

1 37,57 19,78 13,28 66,94 3588 3,50 60,62 3,87 23,16 72,97

2 41,03 20,09 14,09 6582 3728 2,93 59,79 2,96 2541 71,63
3 4569 2249 14,50 63,01 4197 245 5558 3,12 26,50 70,38
4 5031 2352 1545 61,03 4490 2,02 5308 228 2876 68,58
T=3082K
1 37,18 20,17 1321 66,62 36,19 3,75 60,06 4,24 2277 72,99
2 40,53 2142 1334 6524 3893 3,04 5803 4,05 23,68 72,27
3 4642 2279 14,35 62,86 42,64 243 5493 2,98 2655 70,47
4 51,31 2445 1541 60,14 46,28 2,05 5167 252 2885 68,63

T=3182K
1 3569 1941 1265 67,94 34,73 3,61 61,66 4,01 21,78 7421

42,64 21,43 13,75 64,82 39,63 2,78 57,59 3,14 2484 72,02
46,37 22,46 14,74 62,80 42,13 2,49 5538 2,70 26,89 70,41
50,44 23,36 1548 61,16 44,66 2,06 53,28 1,93 28,86 69,21

A WO DN
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Tabela 2: Dados de equilibrio para os sistemas PEG 400 (wpeg) + Sulfato de
magnésio (ws) + agua (wy) nas temperaturas de 298,2 a 318,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Weee Ws Ww Wpegg W Wy Wpegg Ws Ww
T=298,2 K

1 23,17 14,11 10,77 7512 24,22 5,07 70,71 4,08 16,53 79,39
30,60 15,55 10,95 73,50 28,59 3,91 68,50 2,61 19,07 78,32
36,54 17,45 11,29 71,26 33,15 2,92 64,93 1,85 20,78 77,37

AW N

42,05 17,79 12,69 69,52 3561 2,46 6293 1,10 23,99 76,01
T=308,2K

1 23,45 13,84 10,65 75,51 23,89 4,61 71,50 3,82 16,74 79,44

32,78 15,54 11,43 73,03 29,47 2,74 67,79 1,65 20,08 78,27

37,58 16,64 11,88 71,48 32,52 1,84 6564 0,80 21,99 77,21

A W DN

4211 17,77 12,39 69,84 35,75 1,25 63,00 0,60 23,55 76,42
T=318,2K

1 28,86 13,92 10,81 75,27 26,39 3,47 70,14 1,55 18,17 80,28

35,46 15,33 11,65 73,02 30,37 2,34 67,29 0,80 20,98 79,02

38,03 16,18 11,77 72,05 32,20 1,59 66,21 0,60 21,99 78,01

A W0 N

42,08 17,94 12,20 69,86 3579 1,14 63,07 0,50 23,27 76,73
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Tabela 3: Dados de equilibrio para os sistemas PEG 6000 (wpeg) + Sulfato de litio
(ws) + agua (wy) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Weee Ws Ww Wpegg W Wy Wpegg Ws Ww
T=283,2K

1 3417 21,36 8,62 70,02 3552 3,22 61,26 3,64 1551 80,85

2 3818 2291 905 6804 3963 269 57,68 396 1631 79,73
3 42,40 2510 953 6537 4340 229 54,31 4,01 17,97 78,02
4 4546 26,82 998 63,20 46,65 196 51,39 447 1892 76,61
5 50,29 2945 1058 5997 5093 162 47,45 455 21,07 74,38
T=298,2K
1 36,87 22,54 8,36 69,10 37,81 2,89 59,30 3,10 1531 81,59
2 39,74 2414 871 67,15 41,41 250 56,09 4,02 1595 80,03
3 43,78 2604 921 64,75 4506 197 5297 4,14 17,53 78,33
4 47,33 27,94 973 62,33 47,96 195 50,09 3,86 19,14 77,00

5 52,14 30,33 10,34 59,33 52,91 1,42 45,67 4,42 20,59 74,99
T=313,2K

1 40,30 23,65 8,26 68,09 41,29 226 56,45 3,17 1533 81,50

44,68 2530 8,71 6599 4570 1,74 52,56 3,40 16,14 80,46

46,14 27,25 9,12 63,63 46,51 1,70 51,79 3,38 18,10 78,52

52,07 29,83 9,70 60,47 52,40 1,45 46,15 3,48 19,30 77,22

a A~ WO DN

54,91 31,81 10,17 58,02 55,76 1,13 43,11 4,36 20,46 75,18
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Tabela 4: Dados de equilibrio para os sistemas PEG 6000 (wpeg) + Sulfato de sédio
(ws) + agua (wy) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composigao Global Fase Superior Fase inferior
Weeg Ws Ww Wpegg Wsg Wy Wpegeg Ws Ww
T=283,2K

1 29,94 16,35 7,81 7584 29,28 2,28 68,44 1,72 13,99 84,29
34,04 18,31 8,36 73,33 32,28 1,95 6577 1,37 16,22 82,41
37,39 19,64 8,82 71,54 3500 1,56 63,44 1,18 17,51 81,31
40,95 21,63 941 69,06 37,41 137 61,22 091 19,93 79,16

a A~ WO DN

43,81 22,94 9,85 67,21 39,93 1,21 58,86 0,90 21,10 78,00

T=298,2K
33,08 16,82 8,08 75,10 31,63 2,37 66,10 0,72 14,42 84,86

-_—

36,13 18,17 8,45 73,38 34,22 1,96 63,82 0,72 1549 83,79

39,81 20,14 8,94 70,92 37,19 1,65 61,16 0,67 17,49 81,84

A W DN

42,84 21,64 9,34 69,02 40,07 1,36 58,57 0,69 18,23 81,08

5 45,05 2394 982 66,24 419 1,41 56,63 0,88 19,89 79,23
T=313,2K

1 35,62 1718 7,97 74,85 34,09 1,92 63,99 0,58 14,00 85,42

38,73 19,00 845 72,55 36,71 1,65 61,64 0,50 1540 84,10

41,82 20,55 8,89 70,56 39,42 1,44 59,14 0,54 16,83 82,63

45,67 22,46 9,39 68,15 42,77 1,24 5599 0,44 18,39 81,17

a A~ WO DN

48,26 24,18 9,84 6598 44,54 1,09 54,37 0,25 20,25 79,50
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Tabela 5: Dados de equilibrio para os sistemas PEG 6000 (wpegg) + Sulfato de
magnésio (ws) + agua (wy) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Weee Ws Ww Wpegg W Wy Wpegg Ws Ww
T=283,2K

1 31,58 18,15 7,78 74,07 31,57 1,58 66,85 2,91 14,85 82,24

2 3583 20,15 8,29 71,56 34,84 1,15 64,01 2,57 16,72 80,71
3 37,83 21,88 8,77 69,35 37,82 0,83 61,35 3,97 17,71 78,32
4 40,85 23,88 930 66,82 41,38 0,62 58,00 4,81 18,82 76,37
5 4491 26,13 9,90 63,97 44,35 0,40 55,25 4,55 21,21 74,24
T=298,2K
1 33,14 1852 7,63 73,85 32,94 1,43 6563 2,50 14,52 82,98
2 36,28 20,09 8,15 71,76 3590 1,06 63,04 2,79 15,89 81,32
3 39,28 21,99 8,75 69,26 39,05 0,77 60,18 3,45 17,38 79,17
4 43,73 24,05 9,45 66,50 42,46 0,57 56,97 3,19 19,81 77,00

5 46,98 26,20 10,15 63,65 46,00 0,37 53,63 3,90 21,22 74,88
T=313,2K

1 35,88 19,26 7,50 73,24 34,58 1,05 64,37 1,53 15,01 83,46

39,67 21,43 8,06 70,51 38,13 0,77 61,10 1,81 16,73 81,46

41,73 23,19 8,47 68,34 40,94 0,63 5843 2,80 17,56 79,64

43,27 25,10 8,91 65,99 43,77 0,42 5581 4,33 18,21 77,46

a A~ WO DN

46,83 27,10 9,49 63,41 46,52 0,25 53,23 4,23 20,37 75,40
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Tabela 6: Dados de equilibrio para os sistemas PEG 6000 (wpeg) + Sulfato de zinco
(ws) + agua (wy) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Weee Ws Ww Wpegg W Wy Wpegg Ws Ww
T=283,2K

1 32,67 18,02 8,64 73,34 28,31 240 6929 0,31 19,24 80,45

2 3608 1964 921 71,15 32,15 1,88 6597 090 1992 79,18
3 40,35 21,37 977 68,86 34,79 135 63,86 0,70 22,94 76,36
4 4356 2341 10,40 66,19 3833 1,15 6052 1,39 2423 74,38
5 4578 24,74 10,83 64,43 40,95 0,81 5824 1,94 24,76 73,30
T=298,2K
1 33,14 16,96 8,96 74,08 29,31 2,19 68,50 0,29 18,20 81,51
2 3629 1887 948 71,65 32,14 1,71 66,15 0,76 19,93 79,31
3 40,66 2095 10,05 69,00 3643 124 62,33 129 21,70 77,01
4 4501 2251 10,50 66,99 39,63 0,96 59,41 0,35 2294 76,71

5 4714 25,02 11,25 63,73 42,99 0,74 56,27 2,28 24,50 73,22
T=313,2K

1 34,72 17,21 9,10 73,69 31,50 1,83 66,67 0,62 17,71 81,67

37,60 19,11 9,64 71,25 34,66 1,41 63,93 142 18,98 79,60

40,66 20,94 10,13 68,93 36,69 1,06 62,25 1,45 21,34 77,21

44,23 22,84 10,63 66,53 40,49 0,78 58,73 1,89 22,38 75,73

a A~ WO DN

47,33 24,75 11,12 64,13 44,29 0,61 5510 2,65 23,10 74,25

74



As tabelas de 1 a 6 também mostram os valores do comprimento de linha
(CLA) de amarragao para cada linha de amarragao (LA). Estes valores de CLA
foram calculados pela equacgao 1 discutida no capitulo 1. A figura 1 mostra a relagao
entre a composicao global do sistema (polimero + sal) e o CLA a 298,15 para todos

os sistemas deste capitulo.

PEG400 + Na,SO,
PEG400 + MgSO,
PEG6000 + Li,SO,
PEG6000 + Na,SO,
PEG6000 + MgSO,
PEG6000 + ZnSO,

CLA

Figura 1: Relagéo linear entre o CLA x sal x polimero a 298,2 K.

A figura 1 mostra que o aumento simultaneo da composi¢céo do polimero e do
sal provoca um aumento do CLA. A relacao entre as variaveis CLA x sal x polimero

€ linear e é dado pelas seguintes equagdes (tabela 7):
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Tabela 7: equagdes obtidas por regressao para cada sistema a 298,2 K.
SISTEMA EQUACAO r

PEO 400 + Na,SO, CLA =-36,26 + 3,62[sal] + 1,31[polimero] 0,999
PEO 400 + MgSO,  CLA =-150,02 + 23,71[sal] -5,69[polimero] 0,998
PEO 6000 + Na,SO4 CLA =-77,12 + 20,63[sal] -3,36[polimero] 0,999
PEO 6000 + MgSO4 CLA =-33,93 + 21,64[sal] -5,28[polimero] 0,999
PEO 6000 + Li;SO4  CLA =-13,44 + 2,31[sal] +1,37[polimero] 0,999

PEO 6000 + ZnSO;  CLA = 121,54 — 28,92[sal] +10,04[polimero] 0,992

As equagbes encontradas servem como ferramenta para encontrar
composigdes que se deseja um determinado tamanho de comprimento de linha de
amarragao. Entretanto, o uso destas equagbes esta restrito aos limites

experimentais encontrados.

3.2- EFEITO DA TEMPERATURA

A temperatura pode provocar a variagdo, para mais ou para menos, da regido
bifasica dependendo do tipo de sistema (polimero + polimero ou polimero + sal). A
combinagcdo de PEG 400 + Na,SO4 ou MgSO, ndo formam sistema bifasicos em
temperaturas menores que 288,2 K e desta maneira optou-se em obter diagramas
nas temperatura maiores ou igual a 298,2 K. O motivo da inexisténcia de duas fases
em sistemas formados por PEG 400 + Na;SO4 ou MgSO4 em T < 288,2 K pode ser
atribuido a duas causas intimamente interligadas. A primeira causa é devido a
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diminuicdo da solubilidade do sulfato de sédio com a queda da temperatura. A
segunda esta atrelada a primeira, pois a baixa massa molecular necessita de uma
maior quantidade de sal para separar fase, porém a diminuigdo da solubilidade do
sulfato de sédio vem em desencontro com a relagdo massa molar x quantidade de
sal. Os sistemas de PEG 400 + Na,SO4 ou MgSO,4 nao sofrem variagao da regiao
bifasica com o aumento da temperatura. Este fato indica que ha uma variacao
insignificante da variagdo da capacidade calorifica das fases e consequentemente

baixa variagdo de entalpia associada ao processo de separacgao.

A inclinagdo das linhas de amarragéo para os sistemas PEG 400 + Na;SO4

ou MgSO, foram calculadas e dispostas na tabela 8:

Tabela 8: Inclinagdo das linhas de amarragao para os sistemas de PEG 400 +
NGQSO4 ou MgSO4.

PEG + Sulfato de sodio + agua
LA

T/K
298,2 308,2 318,2
1 -1,63 -1,68 -1,69
2 -1,53 -1,69 -1,65
3 -1,62 -1,64 -1,62
4 -1,59 -1,63 -1,59

PEG + Sulfato de magnésio + agua

LA T/K
298,2 308,2 318,2
1 -1,76 -1,65 -1,69
2 -1,61 -1,60 -1,62
3 -1,66 -1,57 -1,57
4 -1,58 -1,60 -1,62
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As inclinagdes das varias linhas de amarragao para os sistemas formados por
PEG 400 + Na,SO4 ou MgSO, se mostraram independentes da temperatura e
exibiram paralelismo entre as mesmas. O valor médio da ILA para ambos os
sistemas em todas as temperaturas foi de -1,63 + 0,05. A invariancia se deve a
baixa hidrofobicidade e massa molar do PEG 400 que diminui significativamente a

transferéncia de moléculas de agua entre as fases com o aumento da temperatura.

Os sistemas formados por PEG 6000 + Nay;SOy, LioSO4, MgSO4 ou ZnSO4
nao apresentam variagao da regido bifasica com a temperatura conforme pode ser

observado no exemplo abaixo (figura 2):

45 ] " 2832K
- o 3132K
40
35 ]
E30 ]
E 25
<25 ]
=20
520 ]
S
@15_
2 10
10 ]
5—
0 ] ‘m
5

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Na,SO,/( % m/m)

Figura 2: Efeito da temperatura sobre a regido bifasica

A figura 2 mostra que ndo ha modificagdes relevantes na regido bifasica para
o sistema de PEG 6000 + Na,SO4. A auséncia do efeito também foi observado para
os demais sistemas de PEG 6000 + sal estudados. Apesar da regido bifasica n&o ter

se alterado com a temperatura, a inclinacdo da linha de amarracdo sofreu
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alteragdes com a variagdo da temperatura conforme pode ser observado na tabela

9.

Tabela 9: Inclinagdo das linhas de amarragcado para os sistemas de PEG 6000 +
Li2804, Na2804, ZnSO4 ou MgSO4

PEG 6000 + Sulfato de litio + agua
LA

T/K
283,2 298,2 313,2
1 -2,59 -2,79 -2,92
2 -2,62 -2,78 -2,94
3 -2,51 -2,63 -2,63
4 -2,49 -2,57 -2,74
5 -2,38 -2,53 -2,66

PEG 6000 + Sulfato de sodio + agua

LA T/K
283,2 298,2 313,2
1 -2,35 -2,56 -2,77
2 -2,17 -2,48 -2,63
3 -2,12 -2,30 -2,53
4 -1,97 -2,33 -2,48
5 -1,96 -2,23 -2,31

PEG 6000 + Sulfato de magnésio + agua

LA T/K
283,2 298,2 313,2
1 -2,16 -2,32 -2,37
2 -2,07 -2,23 -2,28
3 -2,01 -2,14 -2,25
4 -2,01 -2,04 -2,22
5 -1,91 -2,02 -2,10

PEG 6000 + Sulfato de zinco + agua
LA

T/K
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283,2 298,2 313,2
1 -1,66 -1,81 -1,94
2 -1,73 -1,72 -1,89
3 -1,58 -1,72 -1,73
4 -1,60 -1,79 -1,79
5 -1,63 -1,71 -1,85

Como pode ser observado na tabela 9 a ILA aumenta, se torna mais
negativa, com o aumento da temperatura. Este comportamento era esperado, pois 0
aumento da massa molar do polimero provoca aumento da hidrofobicidade da fase.
A variacdo da ILA se deve ao fato de que o aumento da hidrofobicidade,
intensificado pelo aumento de temperatura, promove a migragdo de moléculas de
agua de solvatagao do polimero da fase superior para a fase inferior. A diminuicao
de moléculas de agua leva ao aumento da concentracdo de polimero na fase

superior e uma pequena diluicdo da fase inferior e como conseqiéncia um aumento

ILA.

3.3- EFEITO DA MASSA MOLAR DO POLIMERO

Foram comparados os sistemas de PEG 400 + Na,SO4 e PEG 6000 + Na,SO4 a
298,2K para verificagdo do efeito da massa molar do polimero. Os sistemas de PEG

400 + MgS0O4 e PEG 6000 + MgSO4 a 298,2K também foram analisados. O efeito da

massa molar € mostrado nas figuras 3 e 4
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Figura 3: Efeito da massa molar nos sistemas de PEG 400 e PEG 6000 na presencga

do sal de sulfato de sédio a 298,2K.
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Figura 4: Efeito da massa molar nos sistemas de PEG 400 e PEG 6000 na presenga

do sal de sulfato de magnésio a 298,2 K.
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E possivel observar nas figuras 3 e 4 que em ambos os sistemas, Polimeros
+ sulfato de sddio ou sulfato de magnésio, apresentaram o efeito referente a massa
molar do polimero. O PEO 6000 exibe uma regiao bifasica maior que o PEO 400. O
aumento da massa molar do polimero provoca aumento da sua hidrofobicidade
contribuindo assim para que o processo de segregagido ocorra com menores
quantidades de sal e polimero. Entretanto, este ndo é o uUnico fato que tem

influéncia na regiao bifasica.

Segundo a teoria de Flory-Huggins uma macromolécula com maior massa
molecular implicara numa baixa entropia de mistura da solu¢cdo. A entropia de
mistura esta associada ao niumero de distribuicbes espaciais da macromolécula na
solucdo. A relagdo entre a massa molar do polimero e a entropia de mistura da

solucao é dada pela equacéo 21 do capitulo 1.
AmixS == _k(nlln¢1 + nzln¢2) (eq 21)

Em que ®4 e ®, sdo, respectivamente, a fracdo volumétrica do polimero e do

solvente.

Na Equacédo 21 sé séo possiveis valores positivos para AnixS. Entretanto,
esta contribuicdo da entropia de mistura para a minimizacdo da energia livre de
Gibbs diminui com o aumento da massa molar do polimero. Assim, os valores de
AmixS envolvendo sistemas contendo macromoléculas serdo sempre menores que
os valores da variagdo de entropia associada a mistura de moléculas pequenas, da
mesma forma que uma macromolécula do tipo PEO 6000 promovera um ganho
entrépico menor que um polimero como o PEG 400. O modelo de Flory-huggins
mostra que ha uma pequena variacdo da entalpia de mistura devido a variacdo da

massa molar do polimero e como o processo de separacao de fase em sistemas do
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tipo PEO + Sal é endotérmico o sistema ira ser regido exclusivamente pela entropia
de mistura e como consequéncia o PEO 6000 tera uma regido bifasica maior

quando comparada ao PEG 400.

3.4- EFEITO DO SAL FORMADOR DO SISTEMA

A literatura reporta que os diferentes eletrélitos existentes causam, em geral, a
modificagdo da regido bifasica, sendo que cada sal induz a segregacao de fase com
maior ou menor facilidade. O efeito do cation sobre a regido bifasica para os

sistemas de PEG 400 ou PEG 4000 + sal a 298,2 K € mostrado nas figuras 5 e 6.
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Figura 5: Efeito do cation sobre a regiao bifasica para os sistemas de PEO 6000 +

sal a 298,15K. (m): Li2SO4, (®): NazSOy4, (V): MgSOy, (A ): ZnSO,.

&3



50

PEO 400/ (% m/m)
N w Y
e e <

-
o
|

o
1

Sal/ (% m/m)

Figura 6: Efeito do cation sobre a regiao bifasica para os sistemas de PEO 400 + sal

a 298,2K. (e): NazSOs, (V¥): MgSOs.

As figuras 5 e 6 mostram que o eletrdlito exerce influéncia na processo de
separagdo. Os sistemas formados por PEO 6000 + sal exibem a seguinte
preferéncia na indugao de fase: ZnSO4 > MgSO4 > Na,;SO4 > LipSO4. Os sistemas
formados por PEO 400 + sal apresentam a seguinte ordem: MgSO,4 > Na,SO,. Esta
mesma tendéncia €& observada para todos os sistemas independentemente da

temperatura.

Segundo o modelo do pseudo-polication estas diferentes capacidades em
induzir a separagao de fase esta associada a interagdo dos cations com os grupos
EO do polimero. O litio necessita de uma maior quantidade de ions para saturar a

macromolécula. Entretanto, esta saturacdo da macromolécula ndo deve ser
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entendida como uma proporgéo de um ion/segmento, mas como 0 maximo de ions
possiveis, respeitando as repulsdes ion-ion que ocorre entre os cations e as
conformagdes macromoleculares, interagindo com os sitios do polimero. A
densidade resultante de cargas do pseudo-polication dependera do balango da

repulsdo ion-ion na macromolécula e o numero de interagdes do tipo ion-segmento.

A tendéncia de inducdo de fase exibida pelos diferentes sais reflete
diretamente a questdo que envolve a saturagdo energética devido ao balango de
interagdes citado anteriormente. Os ions com carga 2+, como 0 magnésio e o0 zinco,
apresentarao repulsdes ion-ion na macromolécula muito mais intensas, diminuindo
assim o numero de ions necessarios para saturar a macromolécula quando
comparadas aos ions de carga 1+, como o sddio e o litio. O interessante é que o
resultado final das interagdes possibilita que uma maior ou menor quantidade do

cation seja necessaria para induzir a separagao de fase.

Observa-se, por exemplo, que ion magnésio tem maior capacidade de induzir
a separagao frente ao sodio, todavia isto nao € indicativo de que o par de
interacional formado por sodio-segmento possua uma energia de interacdo mais
forte que o par magnésio-segmento porque simplesmente ha necessidade de uma
maior quantidade de sédio para separar fase. E interessante salientar que ndo ha
estudos que mostrem qual a fracdo de ions presentes na fase superior que estao
interagindo diretamente com o polimero e, portanto ndo ha como afirmar qual

quantidade exata de ions por macromolécula.

Um importante fato € que para ambas as massas molares houve a mesma
ordem para indugédo de fase, ou seja, o ion magnésio apresenta maior capacidade

em induzir a separacao de fase frente ao ion sddio. Esta independéncia da massa
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molar na ordem de segregacdo de fases ocasionadas pelos diferentes eletrdlitos
reforca a idéia da interagdo do cation com o segmento, pois mostra que os
mecanismos de formagao de pares interacionais sao similares e que o processo de
separagao ira se diferenciar, basicamente, devido a contribuicdo entropica

ocasionado pela massa molar do polimero.

3.4- CONCLUSAO DO CAPITULO

Foram obtidos novos diagramas de fases de PEG 400 ou PEG 6000 + sais

de sulfato em varias temperaturas.

Observou-se que a temperatura ndo exerce uma influéncia acentuada sobre
a regiado bifasica, todavia os sistemas de PEG 6000 apresentaram um efeito de
transferéncia de agua da fase superior para fase inferior o que aumenta a inclinagao

da linha de amarragao.

O aumento da massa molar do polimero ocasionou a expansado da regiao
bifasica. A causa desta expansao pode estar associada a diminuicdo do valor da
entropia de mistura devido ao aumento do numero de vinculos entre os segmentos

do polimero.

O eletrdlito apresentou as seguintes ordens de preferéncia em induzir a
separagao de fase: PEG 6000: ZnSO4 > MgSO,4 > Na,SO,4 > Li,SO4. PEG 400:
MgSO,4 > Na,SOq . Estes diferentes comportamentos estdo associados as diferentes

interagdes que estes realizam com a macromolécula
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CAPITULO 4: DIAGRAMAS DE FASE DO TIPO COPOLIMERO F68 OU L35 +
SAL + AGUA

4.1- COMPOSIGOES DAS FASES

Os dados de composigao para os sistemas de L35 + NazCgHs07 + H,0O, L35
+ Na,C4H;04 + H,0O, L35 + NaNO3; + H,0O nas temperaturas de 283,2, 298,2 e 313,2
K. Também foram obtidos dados de equilibrio para os sistemas de F68 + Na,SO4 +
H20, F68 + Li;SO4 + H20O, F68 + ZnSO4 + HO e F68 + (NH4)2.SO4 + H20 nas
temperaturas de 278,2, 288,2 e 298,2 K. Os resultados experimentais estao
expresso em percentual massico e se encontram nas tabelas de 1 a 7. Os dados de
equilibrio das tabelas de 1 a 7 mostram que o copolimero tende a se concentrar
preferencialmente na fase superior e o sal na fase inferior. A concentragdo em que
os copolimeros se encontram na fase superior provoca a formagao de ambientes
micelares ja que a C.M.C. para os copolimeros F68 e L35 a 298,2 K sao,
respectivamente, 1,4 x 102 e 1,3 x 102 mol.L™". O sistema formado por L35 + NaNOs
+ H,O exibe um comportamento bastante interessante no que diz respeito a
concentragao de sal na fase superior, pois a concentragdo pode chegar a 17 %m/m.
Os sistemas de PEO + NaNOj; + H,O também exibem este comportamento. As
tabelas de 1 a 7 também mostram os valores de CLA, calculados pela equacio 1 do
capitulo 1. A exemplo dos sistemas formados por PEO +sais, o aumento da
composigao global, copolimero e sal, promove o aumento do CLA causando maior

diferencas termodinamicas intensivas entre as fases superior e inferior.
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Tabela 1: Dados de equilibrio para os sistemas de L35 (w35) + Citrato de sédio (ws)
+ agua (wyw) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Wiss W Ww Wiis Ws Wy Wi Ws Ww
T=283,2K

1 33,74 1868 9,10 72,21 34,74 3,21 62,05 4,19 17,52 78,29
2 3839 21,97 968 6834 3760 229 60,11 3,77 20,43 75,80
3 42,49 24,67 10,79 064,53 42,75 1,57 55,68 5,82 22,59 71,59
4 4911 2740 12,06 60,52 48,69 1,20 50,11 6,28 25,97 67,75

5 53,85 30,43 12,94 56,61 53,60 0,86 4554 6,99 27,83 65,18

T=298,2K
1 34,78 27,32 511 67,67 3494 292 62,14 2,43 15,28 82,29

2 4216 31,06 562 63,32 41,68 2,11 56,21 2,33 17,24 80,43
3 48,18 34,82 6,11 59,07 46,93 1,55 51,52 2,43 20,02 77,55
4 54,84 38,57 6,62 54,81 5251 1,10 46,39 2,25 23,03 74,72

5 5948 4231 7,12 50,57 57,56 0,75 41,69 3,32 25,16 71,52

T=313,2K
1 44,82 1867 9,10 72,23 4539 167 52,94 268 1525 82,07

2 50,58 22,01 9,67 6832 50,88 1,25 47,87 2,81 16,97 80,22
3 5564 2468 10,78 64,54 55,78 0,93 43,29 3,17 19,03 77,80
4 59,20 27,38 12,06 60,56 59,80 0,67 39,53 4,43 21,63 73,94

5 62,71 30,41 12,94 56,65 63,24 0,49 36,27 5,18 24,20 70,62
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Tabela 2: Dados de equilibrio para os sistemas de L35 (w 35) + tartarato de sédio
(ws) + agua (wy) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Wiss W Ww Wiis Ws Wy Wi Ws Ww
T=283,2K

1 23,68 20,00 821 71,79 26,72 4,48 68,80 6,51 16,82 76,67
2 3943 22,11 10,21 67,68 37,85 2,57 59,58 2,88 20,78 76,34
3 46,22 2528 11,32 63,40 42,59 1,89 5552 241 24,73 72,86
4 51,55 28,20 12,13 59,67 46,78 1,49 51,73 2,33 27,59 70,08

5 55,84 30,59 13,39 56,02 52,83 1,18 4599 4,51 29,16 66,33

T=298,2K
1 40,85 3599 4,55 59,46 41,06 2,54 56,40 3,02 17,44 79,54

2 48,20 3992 534 54,74 47,57 1,77 50,66 3,13 20,44 76,25
3 52,77 45,04 5,63 49,33 52,67 1,24 46,09 4,65 22,89 72,56
4 5843 49,66 6,33 44,01 57,39 1,12 41,49 4,24 25,39 70,37

5 69,28 54,62 6,59 38,79 6825 0,56 31,19 5,82 30,59 63,59

T=313,2K
1 5365 2578 9,93 64,29 5320 1,52 4528 203 17,64 80,33

2 5719 2558 11,16 63,26 58,02 1,13 40,85 3,63 18,82 77,55
3 62,29 29,02 12,02 58,96 61,86 0,85 37,29 3,12 21,57 75,31
4 69,07 32,69 12,66 54,65 67,89 0,62 31,49 3,26 24,99 71,75

5 70,63 38,89 14,22 46,89 70,63 0,36 29,01 6,10 29,08 64,82
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Tabela 3: Dados de equilibrio para os sistemas de L35 (wi3s5) + Nitrato de sédio (ws)
+ agua (wyw) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composigao Global Fase Superior Fase inferior
Wis Ws Ww Wis Ws Ww Wis Ws Ww
T=283,2K

1 40,51 21,11 25,13 53,76 38,56 15,79 45,65 2,08 33,41 64,51
2 46,99 23,04 2561 51,35 43,14 1520 41,66 0,79 3555 63,66
3 52,72 25,05 26,22 48,73 48,22 14,39 37,39 1,08 37,99 60,93
4 56,30 26,84 26,78 46,38 51,17 14,00 34,83 0,82 39,18 60,00

5 60,51 28,67 27,34 43,99 53,36 13,80 32,84 0,01 42,35 57,64

T=298,2K
1 46,35 19,16 24,60 56,24 44,88 14,03 41,09 1,71 30,91 67,58

2 5095 21,28 2544 53,28 48,71 13,19 38,10 1,71 32,86 65,43
3 56,24 23,12 25,67 51,21 53,11 12,63 34,26 1,30 34,50 64,20
4 61,35 2514 26,11 48,75 57,35 12,02 30,63 1,01 36,31 62,68

5 62,56 27,14 26,55 46,31 60,06 11,71 28,23 3,20 37,79 59,01

T=313,2K
1 3595 1919 24,83 5598 33,94 17,28 49,60 1,00 31,67 67,33

2 40,26 21,25 25,12 53,63 39,13 16,64 44,23 2,22 32,72 65,06
3 46,04 22,97 2529 51,74 43,06 15,28 41,66 1,07 34,17 64,76
4 53,71 2510 26,21 48,69 48,26 14,35 37,39 0,04 38,00 61,96

5 567,77 27,10 26,69 46,21 53,46 13,68 32,86 1,74 39,41 58,85
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Tabela 4: Dados de equilibrio para os sistemas de F68 (wges) + Sulfato de sédio (ws)
+ agua (wyw) nas temperaturas de 278,2 a 298,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Wees  Ws Ww Wgg Wg Wy Wegg W Ww
T=278,2K

1 20,13 10,91 7,06 8203 2043 3,77 7580 1,40 10,34 88,26
2 27,82 1294 7,68 7938 2588 2,57 71,55 0,01 12,79 87,20
3 33,80 15,83 7,94 76,23 31,66 2,01 66,33 0,01 13,86 86,13
4 3598 1741 796 74,63 34,24 161 64,15 0,58 14,31 85,11

5 4111 18,82 9,69 71,49 3762 1,40 60,98 0,01 17,99 82,00

T=288,2K
1 23,65 12,52 6,62 8086 23,81 3,10 73,09 1,23 10,14 88,63

2 29,09 1519 6,88 77,93 29,04 243 68,53 1,34 11,33 87,33
3 34,54 17,58 7,51 7491 33,94 1,97 64,09 1,23 13,05 85,72
4 38,81 1893 8,45 7262 37,12 1,70 61,18 0,73 15,20 84,07

5 42,33 21,13 8,93 6994 4093 145 57,61 1,33 16,42 82,25

T=2982K
1 24,67 12,39 581 81,80 2428 252 7320 051 9,11 90,38

2 26,53 12,90 6,34 80,76 2565 2,68 72,67 0,15 10,00 89,85
3 31,94 1535 6,97 77,68 30,69 2,54 66,77 0,01 11,41 88,58
4 37,42 17,85 7,70 74,45 3556 1,65 62,79 0,15 13,75 86,10

5 39,89 18,70 8,69 72,61 37,40 1,74 60,86 0,01 15,63 84,36
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Tabela 5: Dados de equilibrio para os sistemas de F68 (wggs) + Sulfato de zinco (ws)
+ agua (wyw) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Wees  Ws Ww Wegeg Wsg Wy Wegg W Ww
T=278,2K

1 23,12 11,09 8,51 8040 21,77 410 74,13 0,40 12,93 86,67
2 27,67 129 8,86 78,18 2546 2,93 71,61 0,46 14,79 84,75
3 30,44 13,74 9,61 76,75 27,35 2,70 69,95 0,13 16,32 83,55
4 33,14 16,16 939 74,45 31,02 2,06 66,92 1,30 16,72 81,98

5 37,99 16,62 10,82 72,56 33,23 1,60 6517 0,01 20,04 79,95

T=288,2K
1 16,50 852 8,14 83,34 16,18 5,09 78,73 0,85 11,20 87,95

2 2555 11,63 8,74 79,63 23,21 3,36 73,43 0,04 14,13 86,32
3 28,85 1391 8,60 77,49 27,04 2,64 70,33 0,77 14,56 84,66
4 33,67 1524 943 7533 30,43 2,18 67,38 0,04 16,68 83,39

5 3813 17,01 10,37 72,62 33,98 1,67 64,35 0,04 19,05 81,78

T=2982K
1 16,69 9,31 7,12 83,57 17,03 3,96 79,01 1,58 10,28 88,14

2 2266 10,61 7,88 81,51 21,15 3,72 7513 0,07 12,04 87,89
3 28,74 13,43 8,04 78,53 26,84 2,89 70,27 0,01 13,19 86,80
4 33,32 1546 8,49 76,05 30,92 2,27 66,81 0,01 14,70 85,29

5 3692 17,06 8,98 73,96 34,10 1,89 64,01 0,01 16,07 83,92
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Tabela 6: Dados de equilibrio para os sistemas de F68 (wggs) + Sulfato de aménia
(ws) + agua (wiy) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Wees  Ws Ww Wegeg Wsg Wy Wegg W Ww
T=278,2K

1 18,70 10,29 9,36 80,35 18,97 5,89 7514 1,61 12,83 85,56
2 2396 11,85 9,63 7852 2296 513 7191 0,75 14,12 85,13
3 28,26 13,65 9,79 76,56 26,72 4,42 68,86 0,58 15,15 84,27
4 33,29 16,58 10,17 73,25 31,91 3,68 64,41 1,25 16,66 82,09

5 38,02 17,77 11,38 70,85 3501 3,37 61,62 0,53 19,38 80,09

T=288,2K
1 19,51 925 965 81,10 18,20 5,77 76,03 0,30 13,53 86,17

2 26,03 12,34 9,19 78,47 24,54 4,66 70,80 0,14 13,72 86,14
3 29,58 13,88 9,70 76,42 27,65 4,31 68,04 0,10 15,09 84,81
4 32,32 14,52 11,30 74,18 29,04 4,21 66,75 0,00 18,39 81,61

5 41,60 19,16 11,12 69,72 38,32 3,02 58,66 0,00 19,21 80,79

T=2982K
1 17,05 9,551 8,02 8247 17,73 575 76,52 1,30 10,30 88,40

2 23,66 13,06 7,95 7899 2449 490 70,61 1,63 11,01 87,36
3 3293 15,78 8,72 7550 31,46 3,71 64,83 0,09 13,73 86,18
4 36,25 16,91 10,19 72,90 33,79 3,58 62,63 0,04 16,80 83,16

5 40,04 18,64 11,07 70,29 37,23 3,65 59,12 0,04 18,50 81,46
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Tabela 7: Dados de equilibrio para os sistemas de F68 (wggs) + Sulfato de litio (ws) +
agua (wyw) nas temperaturas de 283,2 a 313,2 K.

LA CLA Composicao Global Fase Superior Fase inferior
Wees  Ws Ww Wegeg Wsg Wy Wegg W Ww
T=278,2K

1 31,46 17,51 8,22 74,27 32,58 3,72 63,70 2,43 12,72 84,85
2 3595 18,75 8,56 72,69 3580 3,50 60,70 1,70 13,61 84,69
3 4087 20,70 8,45 70,85 39,95 2,84 57,21 1,44 14,07 84,49
4 42,34 21,05 9,12 69,83 41,01 3,05 55,94 0,99 15,20 83,81

5 4212 21,69 9,63 68,88 4244 290 54,66 0,75 16,16 83,09

T=288,2K
1 21,82 11,77 791 80,32 22,31 5,09 72,61 1,23 10,72 88,04

2 2713 14,03 793 78,04 27,11 4,35 68,53 0,94 11,51 87,55
3 30,64 1541 8,33 76,26 30,12 4,04 6584 0,71 12,63 86,67
4 35,01 17,35 8,37 74,28 34,19 3,59 62,23 0,51 13,16 86,33

5 37,36 18,33 8,69 7298 36,27 3,48 60,25 0,40 13,91 85,69

T=2982K
1 30,71 1527 8,84 7589 30,03 460 6537 051 13,08 86,41

2 3815 18,41 10,68 70,91 36,45 4,49 59,06 0,37 16,88 82,75
3 41,65 19,76 11,47 68,77 39,33 4,33 56,34 0,20 18,60 97,94
4 45,74 21,83 12,29 65,88 43,20 4,14 52,66 047 20,45 79,08

5 48,80 22,63 13,29 64,08 4523 4,08 50,69 0,04 2250 77,49
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Tabela 8: Inclinagdo das linhas de amarragédo para os sistemas de L35 + sais de
sédio

L35 + Citrato de sodio + agua
LA

T/KK
283,2 298,2 313,2
1 -2,11 -2,57 -3,67
2 -1,85 -2,57 -3,28
3 -1,75 -2,27 -2,77
4 -1,70 -2,21 -2,65
5 -1,72 -2,21 -2,45

L35 + Tartarato de sédio + agua

LA T/KK
283,2 298,2 313,2
1 -1,62 -2,56 -3,18
2 -1,91 -2,40 -3,06
3 -1,76 -2,26 -2,84
4 -1,70 -2,24 -2,65
5 -1,72 -2,07 -2,25

L35 + Nitrato de sédio + agua

LA T/K
283,2 298,2 313,2
1 -2,07 -2,28 -2,54
2 -2,08 -2,29 -2,37
3 -2,00 -2,22 -2,36
4 -2,00 -2,04 -2,32
5 -1,87 -2,01 -2,18
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Tabela 9: Inclinagado das linhas de amarragao para os sistemas de F68 + LioSOy,
N32804, ZI’ISO4 ou (NH4)2SO4.

F68 + Sulfato de sédio + agua
LA

T/K
278,2 288,2 298,2
1 -2,90 -3,21 -3,61
2 -2,53 -3,11 -3,48
3 -2,67 -2,95 -3,46
4 -2,65 -2,70 -2,93
5 -2,27 -2,64 -2,69
F68 + Sulfato de zinco + agua
LA T/K
278,2 288,2 298,2
1 -2,42 -2,51 -2,44
2 -2,11 -2,15 -2,53
3 -2,00 -2,20 -2,60
4 -2,03 -2,10 -2,49
5 -1,80 -1,95 -2,41
F68 + Sulfato de aménio + agua
LA T/K
278,2 288,2 298,2
1 -2,47 -2,30 -3,61
2 -2,46 -2,68 -3,74
3 -2,43 -2,54 -3,13
4 -2,36 -2,04 -2,55
5 -2,15 -2,37 -2,50
F68 + Sulfato de litio + agua
LA T/K
278,2 288,2 298,2
1 -3,35 -3,74 -3,48

2 -3,25 -3,66 -2,91
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3 -3,15 -3,42 -2,74
4 -3,07 -3,52 -2,62
5 -3,80 -3,44 -2,45

4.2- EFEITO DA TEMPERATURA

Conforme discutido em outros capitulos, a temperatura ocasiona ou nao a
expansao da regido bifasica de sistema polimero + sal. Os sistemas formados por
copolimeros podem apresentar algumas caracteristicas diferenciadas em relagao
aos sistemas formados por outros polimeros como o PEO. Os diagramas formados
por F68 + sais de sulfato foram construidos em temperaturas mais baixas, pois a
elevacao da temperatura promove a formacao de um gel.

Em fase liquida, podemos identificar dois regimes, caracterizados por regides
de concentragao diferentes: o regime diluido e o semi-diluido. No regime diluido, as
concentragdes de soluto séo inferiores a uma concentragao critica, acima da qual as
cadeias se entrelagam. Acima desta concentragdo, os efeitos de entrelagamento
provocam uma grande redu¢cao na mobilidade das cadeias, resultando uma redugéao
importante na sua velocidade de difusdo, bem como um aumento substancial na
viscosidade do meio.

Quando a concentragdo se torna tdo elevada que todas as cadeias estao
entrelacadas em qualquer momento, de tal forma que elas formam uma rede
tridimensional através do liquido e esta impede o escoamento do liquido, temos um

gel (figura 1).
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Figura 1: Representacdo do enlace das cadeias poliméricas no processo de

formacéao de géis.

O aumento da temperatura também promove um maior entrelagamento das
cadeias poliméricas contribuindo significativamente para a formagdo de géis. O
copolimero F68 apresentou a formagao de gel na fase superior, o que impossibilitou
a formacdo de uma fase aquosa e, portanto, foi necessario o abaixamento da
temperatura para se obter fases superiores aquosas. E importante ressaltar que a
capacidade de formacao de géis € afetada significativamente pelo tipo e
concentragao do sal formador do sistema, uma vez que determinados sais como
sulfato de litio exibiram maior tendéncia de formacao de géis em temperaturas mais

elevada.

Outro evento fisico-quimico intensificado pelo aumento da temperatura se
refere ao processo de formagdo de micelas macromoleculares, pois a energia
entalpica associada a micelizagdo tem valores positivos, ou seja, endotérmico. Este
fato permite afirmar que em temperaturas maiores, quando comparamos uma

mesma concentragao de polimero e sal, os SAB apresentam um maior quantidade
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de micelas para uma mesma quantidade de fase. Esta caracteristica pode contribuir

para extracao de solutos mais hidrofébicos.

O aumento da temperatura ndo provocou alteragdes de grande magnitude na
regido bifasica nos sistemas estudados (figuras 2 e 3). Entretanto, a inclinacdo da
linha de amarracgao sofreu alteragdes conforme se pode observar nas figuras 2 e 3 e

nas tabelas 8 e 9.
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Figura 2: Efeito da temperatura sobre a regiao bifasica e alinha de amarragao para

sistemas formados por F68 + sais de sulfato. (A): 298,2K; (e): 278,2K.
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Figura 3: Efeito da temperatura sobre a regiao bifasica e alinha de amarragao para

sistemas formados por L35 + sais de sodio. (A): 313,2K; (e): 283,2K.

A nao observancia da variagao significativa da regiao binodal implica que a
variacao entalpica associada ao processo de separacao de fases € muito pequena.
Se compararmos as inclinagbes das linhas de amarragao dos sistemas formados
por copolimero + sais de sulfato e PEO 400 ou PEO 6000 + sais de sulfato conclui-
se que os copolimeros apresentam uma maior variagcdo da ILA em fungdo da
temperatura. Esta maior variacdo esta associada a maior hidrofobicidade
apresentada pelos copolimeros, uma vez que a presencga de grupos PO da estrutura
pode promover um aumento da hidrofobicidade da fase e com isso uma maior

migragdo de moléculas de agua da fase superior para fase inferior e com isto
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aumenta-se a ILA. Outro fato observado nas tabelas 8 e 9 esta associado ao fato de
que o sal pode promover diferentes inclinagbes em fungcao da temperatura. Na
tabela 8 é possivel observar, nos sistemas de L35, que os sais de citrato de sodio e
tartarato de sdédio promovem uma maior variagdo da ILA quando comparado ao
nitrato de soédio. Os anions com maior densidade de cargas, como o citrato e
tartarato, podem ter inUmeras camadas solvatacdo, sendo que as camadas mais
externas comegam a se desfazer com o aumento da temperatura devido ao
aumento da energia cinética das moléculas que colidem nestas camadas
desfazendo-as e consequentemente a interacdo entre o anion e o solvente nao
consegue ser mantido o que consequentemente libera maior quantidade de agua
que pode ser transferida para a fase inferior e assim faz com que ocorra 0 aumento
da ILA. O mesmo efeito ocorre para anion nitrato, porém com menor intensidade
devido ao fato de que este anion ndo possui muitas camadas de solvatagdo quando
comparadas aos anions com maior densidade de cargas. Na tabela 9 também é
possivel observar que aumento da temperatura promove o aumento ILA para todos
0s sais com excecao do sulfato de litio. Experimentalmente observa-se que o sulfato
de litio + F68 promove a formagdo de gel mais facilmente que os outros sais,
inclusive a 298,2K em pontos globais mais altos que os estudados. A diminui¢gdo da
inclinacdo com o aumento da temperatura pode estar associada ao aprisionamento
de moléculas de agua devido ao aumento do enlace das cadeias do polimero e
como consequéncia a diminuicdo de moléculas de agua disponiveis para

transferéncia para a fase inferior.

4.3- EFEITO DA MASSA MOLAR E DA HIDROFOBICIDADE
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Pela teoria de Flory-Huggins o aumento do numero de vinculos da
macromolécula promove uma separagao de fase com menor quantidade moléculas
e como consequéncia desta teoria um sistema formado por PEO 400 + Na,SOg4
exibira uma menor regido bifasica quando comparado ao sistema PEO 6000 +
Na,SO,4. Observar-se-a que a comparagao ocorreu mantendo-se 0 mesmo sal e
mesmo tipo de polimero com alteracao apenas da massa molecular. Entretanto,
quando o tipo da macromolécula é alterado, como, por exemplo, a mudang¢a de PEO
por L35, podem ocorrer fendmenos que vao além do efeito do tamanho da
macromolécula. As figuras 4 e 5 estabelece uma comparacédo do efeito da massa

molar e da hidrofobicidade sobre a regido bifasica.
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Figura 4: Efeito da massa molar e do tipo de macromolécula sobre a regido bifasica.
Comparacgao com sistemas do tipo F68 ou L35 + citrato ou tartarato; PEO 2000 ou

L35 + nitrato a 298,2K.
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As figuras 4A e 4B e 5 mostram que o F68 por ter maior massa molecular
exibe uma maior regido bifasica ligeiramente maior que o L35. Esta pequena
diferenga esta associada diretamente aos balangos EO/PO da macromolécula que
modifica a hidrofobicidade do copolimero. O L35 é mais hidrofébico que F68, pois o
percentual de grupos EO na macromolécula é cerca de 50%, enquanto que no F68
este percentual é cerca de 80%. Apesar de a massa molar ser um fator que faria o
F68 tivesse uma regido bifasica mais generosa em relagao ao L35, o efeito da maior

hidrofobicidade do compensa a menor massa molecular que ele possui fazendo com

que haja expansao de sua area bifasica.
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A fim de mostrar o efeito causado pela hidrofobicidade foram comparados os
sistemas de PEG 2000 + Nitrato e L35 + Nitrato (Figura 4 C). O L35 possui massa
molar (1950 g.mol™") ligeiramente menor que PEG 2000, porém o que se observa é
que a regiao bifasica do sistema formado por L35 é bem superior ao sistema de
PEG 2000. Isto mostra que a presengca de PO na macromolécula contribui

significativamente para o processo de separagao de fase.

Para os sistemas formados F68 ou L35 + sulfato de amoénio ou litio
praticamente n&o ha diferengas entre as regides bifasicas. E importante relembrar
que aumento da concentragdo do F68 e do sal promove a formagéo de gel e por
isso a regiao bifasica em que o sistema permanece com duas fases liquidas é
sempre maior para o L35, que ndo induz a formacéo de gel. E claro que nem todas
as regides acima da linha binodal formam exclusivamente duas fases (liquidas ou
gel), uma vez que ha um limite maximo de sal e polimero em que ha permanéncia
duas fases. Apos este limite ha formagdo de uma terceira fase, porém esta é

caracterizada por ser solida formada basicamente por sal.

4.4- EFEITO DO SAL FORMADOR DO SISTEMA

O efeito do anion sobre a regido bifasica nos sistemas formados por L35 + sais de

sédio pode ser observado na figura 6.
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Figura 6: Efeito do &nion sobre a regido bifasica. (A): Citrato; (»): Tartarato; (V):

Nitrato a 298,2K.

Os anions sao capazes de induzir o processo de separagdao de fase de
maneira diferente uns dos outros conforme pode ser observado na figura 6. O anion
citrato apresenta uma ligeira maior capacidade de separacao de fase mediante o
anion tartarato que por sua vez apresenta uma capacidade muito maior induzir a
separacao de fase frente ao nitrato de sédio. A ordem observada na capacidade em
induzir a separagao de fase é independente da temperatura e segue a ordem:
Citrato > Tartarato > Nitrato. Esta mesma ordem, Citrato > Tartarato, & observada
para sistema os sistema formados por F68, porém o efeito do citrato sobre a regido
bifasica é mais acentuado. A diminuicao da diferenca entre citrato e tartarato no L35

esta diretamente associada a maior hidrofobicidade deste polimero frente ao F68.
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As diferentes capacidades dos anions em induzir a separagao de fase podem
ser interpretadas através da interagdo destes anions com os grupos EO e PO do
polimero através do cation. A maior interacdo com a macromolécula implica em
maior quantidade sal para ocorrer a separacao de fase. Desta forma o anion nitrato
possui maior interagcdo com o polimero seguido do tartarato e depois o citrato. Uma
explicacéo plausivel para esta ordem esta relacionada a estabilizagdo das nuvens
eletrbnicas destes anions e densidade de cargas dos mesmos. O nitrato apresenta
trés estruturas de ressonéncia o que diminui a interagdo com polimero, porém seu
pequeno tamanho e pequena carga fazem com que as repulsdes entre os anions
que estdo interagindo via cation com o polimero seja bem menor que os anions
citrato e tartarato e desta forma & possivel haver um maior niumero ions nitrato
interagindo com polimero. O citrato e o tartarato possuem duas estruturas de
ressonancia por grupo COO™ que também contribuem para diminuir a interagdo com
o polimero. A realizagao de ligacoes de hidrogénio devido a presencga de grupos OH
em suas estruturas também diminuem sua interacéo (figura 7), porém o citrato
apresenta maior volume molar e maior densidade de cargas quando comparado ao
tartarato e desta forma as repulsdes anion-anion na cadeia polimérica reduz o
numero de anions citrato interagindo com a macromolécula frente ao tartarato e
consequentemente uma menor quantidade sal é necessaria para promover a

separagao de fase.
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Figura 7: Estruturas dos anions citrato e tartarato.

O efeito do cation nos diagramas de F68 + sulfatos € mostrado na figura 8.
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Figura 8: Efeito do cation sobre a regiao bifasica. (e): Sédio; (V): Zinco; (A):

Amobnio; (m): Litio a 298,2K.
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A figura 8 mostra que ha uma tendéncia em induzir a separacao de fase que
a seguinte ordem: Na,SO4 > ZnSO4 > (NH4)>,SO4 > Li,SO4. Esta tendéncia foi
observada em todas as temperaturas estudadas. Os sistemas formados por PEO
6000 + sulfatos mostram uma inversao em relagéo ao sodio e zinco, uma vez que o
zinco nestes sistemas tem uma ligeira maior tendéncia em separar fase. Este fato

pode estar relacionado as diferentes interagdes entre o sodio e grupos PO.

O modelo do pseudo-polication se desenvolveu baseado em medidas
executadas com o polimero PEG, porém este modelo pode ser expandido para
entender o mecanismo de formagdo de SAB para todos os tipos de polimero. O
polimero F68 possui grupos EO e PO e é razoavel admitir que a interagdo dos
cations ocorre com ambos os segmentos. Entretanto, devido a maior hidrofobicidade
dos PO, os cations devem interagir mais fortemente com grupos EO e por este fato
o comportamento dos sistemas de F68 deve se assemelhar ao PEG, pois a grande
maioria dos grupos do F68 sdo de EO. Deste modo a interpretagdo dada ao efeito
do cétion em sistemas formados por PEG pode ser aplicada aos copolimeros e as
diferencas encontradas devem ser interpretadas como fruto da diferente interagao

dos cations com os PO.

4.5- CONCLUSAO DO CAPITULO

Foram construidos novos diagramas formados por L35 + sais de sodio e F68
+ sais de sulfato em varias temperaturas. As concentragdes de copolimero
encontradas nas fases superiores atestam que estes sistemas formam ambientes

micelares, que é de extrema importancia para extragao de solutos hidrofébicos.
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A temperatura influéncia a transferéncia de moléculas de agua entre as fases
0 que gera alteragdo na inclinagdo da linha de amarragcdo. O copolimero F68
apresenta formacao de gel em concentragdes mais altas, sendo que este processo

¢é intensificado com o aumento da temperatura.

A hidrofobicidade do polimero afeta regido bifasica e em alguns casos

praticamente anula o efeito produzido pela massa molecular do polimero.

Os anions apresentaram uma ordem especifica no processo de separagao de
fase como se segue: CgHs07° > C4H4042 > NO5". Os cations também apresentaram
uma preferéncia no processo de separacdo de fase: Na* > Zn™? > NH,* > Li*. As
diferengas na preferéncia em indugdo de fases encontradas entre PEO e FG68
podem ser atribuidas as diferentes interacbes que os cations realizam com os

grupos PO.
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CAPITULO 5: PARTIGAO DE PROTEINAS DO SORO DO LEITE EM SISTEMAS
AQUOSOS BIFASICOS

5.1- COMPORTAMENTO GERAL DE PARTIGAO

Foram realizados experimentos de particdo com as proteinas a-lactoalbumina
e B-actoglobulina em sistemas aquosos bifasicos formados por PEG 1500 ou 6000 +
LioSO4, Na,SO4 ou MgSO, + H,O a 298,2 K. Os procedimentos utilizados na

particao foram previamente descritos no capitulo 2.

O comportamento de particdo encontrado revela um comportamento
diferenciado entre as duas proteinas. A a-lactoalbumina apresentou maior
coeficiente de particdo que a B-lactoglobulina em todos os sistemas estudados. As

figura 1 e 2 ilustra este comportamento.
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Figura 1: Comportamento de partigao das proteinas a-lactoalbumina e B-

lactoglobulina em sistemas de PEO 6000 a 298,2K.
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Figura 2: Comportamento de partigao das proteinas a-lactoalbumina e -

lactoglobulina em sistemas de PEO 1500 a 298,2K.
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As figuras 1 e 2 ilustram o comportamento de particido para ambas as
proteinas, sendo que a a-lactoalbumina exibe coeficientes de particdo maiores
quando comparada a B-lactoglobulina em todos os sistemas estudados. Cabe
salientar que esta comparagdao é feita levando-se em consideragcdo o mesmo
sistema e CLA. O aumento da diferenca das propriedades intensivas entre as fases
promove, em geral, um aumento da transferéncia de ambas as proteinas para a
fase rica em polimero com excegdo da [-lactoglobulina no SAB PEO 6000 +
MgSOs4. O coeficiente de particdo da a-lactoalbumina segue padrdes de crescimento
exponencial em fungcdo do CLA, enquanto a [B-lactoglobulina se mantém com
coeficientes de particdo bem modestos em fungdo do CLA. Este comportamento é

muito importante, pois possibilita a separagéo das proteinas no soro de leite.

E conhecido na literatura que a a-lactoalbumina se concentra
preferencialmente na fase superior e a B-lactoglobulina tem preferéncia pela fase
inferior [71]. Alguns autores afirmam que a diferenga de comportamento entre as
proteinas esta associada a diferenga de hidrofobicidade entre elas [70]. Estudos
mostram que a B-lactoglobulina exibe maior hidrofobicidade que a a-lactoalbumina,
porém os resultados experimentais de particdo apontam que a hidrofobicidade nao é
o fator dominante no processo de transferéncia, pois caso a diferenca de
hidrofobicidade fosse o fator responsavel pela particdo, a B-lactoglobulina exibiria
coeficientes de particdo maiores que a a-lactoalbumina. As pesquisas envolvendo
estas proteinas se limitam a expressar os resultados experimentais sem propor

possiveis causas para este comportamento antagdnico entre estas proteinas.
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5.2- EFEITO DO ELETROLITO E MASSA MOLAR DO POLIMERO

Estudos envolvendo diferentes tipos de soluto, como proteinas e complexos
metalicos, mostram que o sal exerce grande influéncia no comportamento de
particao [5,25]. Alguns trabalhos de particdo envolvendo sais de sulfato de litio,
sédio ou magnésio mostram que estes sais produzem diferentes comportamentos
de particdo em solutos como ions metalicos ou proteinas, sendo que em muitos
destes trabalhos o sal de sulfato de litio se apresenta como o eletrdlito que causa
maior transferéncia de determinados solutos para a fase superior [94]. O efeito
destes eletrdlitos sobre a particao das proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina

podem ser vistos nas figuras de 3-6:
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Figura 3: Efeito do tipo eletrdlito sobre a particdo da a-lactoalbumina em sistemas de

PEO 1500 + sais de sulfato.
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Figura 4: Efeito do tipo eletrdlito sobre a particao da B-lactoglobulina em sistemas de

PEO 1500 + sais de sulfato.
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Figura 5: Efeito do tipo eletrdlito sobre a particdo da a-lactoalbumina em sistemas de

PEO 6000 + sais de sulfato.
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Figura 6: Efeito do tipo eletrdlito sobre a particao da B-lactoglobulina em sistemas de

PEO 6000 + sais de sulfato.

Como pode ser observado nas figuras 3 e 4 os sistemas formados por PEO
1500 + sulfatos exibem diferentes coeficientes de particdo de modo que os
coeficientes de particdo seguem a seguinte ordem para ambas as proteinas: Li* >
Na® > Mg*z. Entretanto, as figuras 5 e 6 mostram uma tendéncia diferente para os
sistemas formados por PEO 6000 + sulfatos. A figura 5 e 6 exibem um
comportamento para as duas proteinas em que a diminuigdo do CLA faz com que o

+

coeficiente de particao siga seguinte ordem: Mg+2 > Li* > Na®, porém o aumento do
CLA promove a seguinte inversdo: Li* > Mg*® > Na*. Em algumas curvas o aumento
do CLA nado promove variacdo do coeficiente de particdo, como por exemplo, na

figura 6 do sal sulfato de litio. Este comportamento é indicativo de indisponibilidade

de mais sitios de interacao.

O modelo do pseudo-polication pode auxiliar, em parte, na compreensao

destas ordens. A ordem exibida pelos eletrélitos nos sistemas formados pelo PEO
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1500 também foi encontrada nos estudos de particao de complexos metalicos [94].
A formacgéao do pseudo-polication com alta densidade de cargas positivas € um dos
fatores que contribuem para a transferéncia de solutos carregados negativamente
para a fase superior, pois estes SAB de PEO 1500 ou PEO 6000 tem suas fases
com pH em torno de 7 o que confere a estas proteinas uma carga negativa [62,69],
69. Este modelo auxilia na explicacdo no qual outros estudos mostram que o
aumento do pH promoveu maior transferéncia das proteinas para fase superior. O
aumento do pH promove uma densidade de carga mais negativa sobre a superficie
das proteinas [72]. Portanto, a macromolécula com maior densidade de cargas
positivas promovera maior atracdo eletrostatica entre a proteina e o pseudo-

polication.

O comportamento de particdo destas proteinas nos SAB’s deve ser
compreendido em termos das interagdes intermoleculares que ocorrem no processo
de transferéncia. As interagdes polimero-polimero, polimero-solvente, polimero-ion,
polimero-proteina, proteina-ion, proteina-solvente e ion-ion sdo dependentes do tipo
e estrutura polimérica; das concentracdes de sal e do polimero; da hidratagao das
cadeias poliméricas, das proteinas e dos ions; do tamanho e valéncia dos cations e
anions. O balanco destas diferentes interacdes, entalpicas e entrdpicas, define o
comportamento de particdo. Todas estas interacbes sao expressas no parametro
termodindmico chamado de energia livre de Gibbs de transferéncia, AG°,
relacionado ao coeficiente de particdo pela relagdo classica, AyG°= -RT In K. Os
calculos de variagao de energia livre de transferéncia para estas proteinas podem

ser visto nas figuras 7 e 8.
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Figura 7: Variagao de energia livre de transferéncia das proteinas em PEO 1500 +

sulfatos.
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Figura 8: Variagao de energia livre de transferéncia das proteinas em PEO 6000 +

sulfatos.

As figura 7 e 8 mostra que a transferéncia das proteinas da fase inferior para
a superior € um processo energeticamente desfavoravel na maioria dos sistemas
estudados, porém os sistemas tendem a minimizar a energia livre de transferéncia
com o aumento do CLA. Este fato indica que ha interacdes favoraveis na fase

superior principalmente na presenga de maior quantidade de polimero.
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Os sistemas formados PEO 1500 + Li,SO4 mostram que o processo de

transferéncia das proteinas para a fase superior € energeticamente favoravel.

E importante ressaltar que o valor calculado de A;G° para as proteinas pode
ser analisado através da equacdo proposta por Haynes, em que os balancos

entalpicos e entrdpicos sado devidamente explicitados:

O termo, |

1

» (¢,.S¢js ~¢/¢; )w,.j ], do modelo de Haynes mostra exatamente o
o=

parametro que correlaciona o conteudo entalpico de cada fase, sendo que a
proteina vai para fase em que haja menor gasto de energia para abrir uma
cavidade. A proteina a-lactoalbumina apresenta massa molar (14.176 g.mol™)
menor que a B-lactoglobulina (18.283 g. mol™) e desta forma seria mais facil que a
proteina de maior tamanho, B-lactoglobulina, se transferisse majoritariamente para a
fase superior, pois a diferenca energética (energia de cavidade da fase inferior —
energia de cavidade da fase superior) para se abrir um cavidade sera maior para a
B-lactoglobulina. Entretanto, observa-se experimentalmente que a-lactoalbumina

exibe maior transferéncia para a fase superior e, portanto a auto-energia da fase

nao € o termo responsavel pelos distintos comportamentos de parti¢ao.

S I
A contribuicdo entropica deste modelo & expressa pelo termo ("—5— "—,) e
14 |74

mostra que se a causa da particdo for de origem entropica a proteina ira se
transferir para a fase com maior densidade numérica. Como a fase inferior dos
SAB’s formados por polimero+eletrdlito € a que possui maior niumero de moléculas,
este devera ser o destino da proteina. Pode-se, entdo, inferir que a B-lactoglobulina

tem seu comportamento de particdo regido basicamente pela entropia, supondo que
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a interacdo [-lg-sal < B-lg-polimero, enquanto a a-lactoalbumina, em alguns
sistemas apresenta comportamento de particdo entalpicamente dirigido (K >1).

O primeiro termo da equacdo de Haynes, [¥i_,(¢f — ¢!)w;], mostra que as
proteinas irdo se transferir para a fase cujo componente o qual ele interage mais
fortemente estiver em maior quantidade. Como a fase superior € extremamente rica
em macromoléculas e o coeficiente de particdo da a-lactoalbumina aumenta a
medida que a concentracdo de polimero aumenta, pode-se afirmar que o
componente com que esta proteina mais interage € a macromolécula e que esta
interacdo € intensificada pelo sal formador no sistema segundo ordem encontrada.
A B-lactoglobulina por ter uma interagao fraca com o polimero permanecera na fase
inferior onde possui maior entropia configuracional.

O efeito da massa molar do polimero sobre a particdo € mostrado nas figuras

9e 10.
LipSO, NasSO,
6,0 2>74 : 16 2S04
55] = PEO1500 o-ia = PEO 1500 o-la
>] o PEO 6000 14 e PEO 6000 )
5,0
4,5 1,24
4,0+ 1,0 '
3,5
¥ 3,04 ¥ 0,87
2,5 0,6
207 0,4
1,54 '_/_J/’//
—* 0,2
1,0 2]
X N
0,5 T e — T T 0.0 . , . ; ; ;
30 35 40 45 50 55 ’ 32 36 40 a4 48 52
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Figura 9: Efeito da massa molar sobre a particdo da a-lactoalbumina.
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A figura 9 mostra que o aumento da massa molar promove a diminuicao do
coeficiente de particdo da a-lactoalbumina para os sistemas formados pelos sais de
litio e sédio, com excecao para o sal de magnésio. Esta diminuicdo do coeficiente
de particdo com aumento da massa molar esta associada a diminuicdo do numero
configuragdes na fase superior o que diminui 0 niumero de sitios na fase superior
justificando assim o comportamento apresentado pelos sistemas formados por litio e
sodio. Todavia, esta diminui¢ao de sitios pode ser compensada ou mesmo superada
se a macromolécula se abrir disponibilizando sitos de interagdo com polimero que
antes estavam inacessiveis devido ao seu enovelamento em solugdo. O que se
sugere € que o comportamento exibido pelo sal de magnésio seja fruto da maior

abertura da macromolécula ocasionado pelo ion magnésio.

A B-lactoglobulina praticamente n&o exibiu efeitos de massa molar os
sistemas formados, com excegao para o sal de magnésio. A B-lactoglobulina exibe
uma maior hidrofobicidade frente a ao-lactoalbumina e como conseqiéncia do
aumento da massa molar do polimero produz-se uma fase ligeiramente mais
hidrofébica em relacdo a massas moleculares menores impulsionando uma maior
transferéncia da B-lactoglobulina para a fase superior o que compensa o efeito da
diminuicdo de sitios justificando assim o ndo aparecimento de um efeito mais

pronunciado da massa molar.
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5.3- CONCLUSAO DO CAPITULO

Foi realizado o estudo de particdo das proteinas a-lactoalbumina e -
lactoglobulina em sistemas aquosos bifasicos formados por PEO 1500 ou PEO 6000

+ Li2804, MgSO4 ou NaySO,.

A proteina a-lactoalbumina apresentou coeficientes de particdo maiores que a

B-lactoglobulina em todos os sistemas estudados.

O sal formador do sistema promove diferenga de comportamento de particao
para ambas as proteinas sendo que os sistemas formados por PEO 1500 + sulfatos
exibem a seguinte ordem de impulséo das proteinas para fase superior: Li* > Na* >
Mg*2. Entretanto, para os sistemas formados por PEO 6000 + sulfatos a ordem
encontrada com o aumento do CLA foi: Li* > Mg*™ > Na*. O aumento da massa
molar promoveu a diminuicdo da particdo da o-lactoalbumina, sendo este
comportamento descrito na literatura, enquanto que para a -lactoglobulina
praticamente ndo houve alteracdo da particdo, com exceg¢ao, para ambas as
proteinas, do sal de magnésio onde o coeficiente de particdo houve uma grande

elevagao ao aumentar a massa molar do polimero.

A possivel causa do comportamento exibido pelo sal de sal magnésio pode
estar associado a abertura da macromolécula de maior massa molecular

disponibilizando assim mais sitios para interacdo entre a proteina e o polimero.

O comportamento antagdnico de uma proteina em relagédo a outra propicia a

utilizagdo de SAB para separagao destas proteinas em soro “in natura”.
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CAPITULO 6: CONCLUSAO GERAL E REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

6.1- CONCLUSAO GERAL

Foram construidos inUmeros diagramas ternarios constituidos por PEO 400 +
sais de sulfato (sédio e magnésio); PEO 6000 + sais de sulfato (sédio, litio, zinco e
magnésio); L35 + sais de sodio (Citrato, tartarato e nitrato); F68 + sais de sulfato
(litio, sédio, zinco e amobnia). Os diagramas foram construidos em diversas
temperaturas, sendo possivel mostrar que ndo ha grande variacdo da regido
bifasica. Entretanto, a inclinacdo da linha de amarracdo sofre aumento com o
aumento da temperatura, principalmente nos copolimeros onde ha maior
hidrofobicidade, indicando transferéncia de moléculas de aguas da fase superior
para inferior. Uma forte dependéncia da natureza do eletrélito foi observada em
todos os tipos de sistemas estudados através da alteragcdo da regido bifasica. De
maneira geral o aumento da massa molar promove o aumento da regiao bifasica,
porém este efeito € minimizado devido ao efeito de maior hidrofobicidade do
polimero.

Os estudos de particdo das proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina
foram investigados e verificou-se que os coeficientes de particdo tém forte
dependéncia em relacdo ao eletrdlito formador do sistema, sendo que os sais de
litio juntamente com o PEO 1500 exibem os maiores coeficientes. A a-lactoalbumina
apresenta coeficientes de particdo maiores que o da B-lactoglobulina em todos os
sistemas estudos. O aumento da massa molar ocasionou a diminuigdo da particao
da a-lactoalbumina, porém nao casou grandes variagdes da particao da [-

lactoglobulina, com excegao do sal de magnésio para ambas as proteinas. Este
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comportamento diferenciado do sal de magnésio sugere que este promove maior
abertura da macromolécula disponibilizando mais sitios de interacdo e consequente
aumento da particdo das proteinas.

Como sugestao para trabalhos futuros indica-se a construgdo de diagramas
do tipo polimero-polimero com copolimeros para propiciar a particdo de solutos
hidrofébicos que nao suportam um meio com alta forca idnica.

Sugere-se também ampliar os estudos com as proteinas a-lactoalbumina e 3-
lactoglobulina no sentido de se verificar os efeitos da temperatura, da
hidrofobicidade sobre a particdo destas proteinas com o intuito final de se aplicar a
metodologia desenvolvida no soro “in natura” visando a extragdo e separagao

destas de ambas as proteinas.
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Equilibrium Phase Behavior for Ternary Mixtures of Poly(ethylene) Glycol 6000
+ Water + Sulfate Salts at Different Temperatures
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40, 45-700, Itapetinga, BA, Brazil

Phase diagrams of aqueous two-phase systems composed of poly(ethylene) glycol (PEG) 6000 g+mol ™",
lithium sulfate, sodium sulfate, and magnesium sulfate or zinc sulfate were determined at (283.15, 208.15,
and 313.15) K. The effect of temperature on binedal position was not significant, indicating a small enthalpic
contribution assoclating to the phase segregation. The ability of four sulfate salts to induce the formation of
the biphasic system with PEG 6000 is as follows: ZnS0,; = MgSO, = Na,50, = Li,50,.

Introduction

Separation processes are applied in various types of industries
including chemical, pharmaceutical, and food. Classic methods
involving liquid—liquid extraction use an organic solvent and
an aquecus solution as the two immiscible phases for the
fractionation and purification of molecules. However, these
systems are very toxic and present risks to human health.

An alternative to substitute organic two-phase systems, based
on the beginning of green chemistry, is aqueous biphasic systems
(ABS). They are formed by the mixture of a polymer + water
+ =alt or two water-soluble polymers differing in chemical
structure. " This methodology has been widely used to separate
metallic ions™* and biological materials,l'z‘s"s such as viruses,
nucleic acids, and proteins. These characteristics are important
because an organic sclvent is not used in the separation
processes.

The ABS typically applied in separation or purification
processes are constituted of poly(ethylene) glycol (PEG) +
dextran + water or PEG + inorganic salt + water. The literature
mentions several equilibrium data for different ABS formed of
PEGs of different average molar masses and inorganic salts,' =712
However, this type of data for systems containing PEG6000 +
sulfate salts (Li;SOy4 Na,S50,, MgS0O,, ZnS0,) at different
temperatures are scarce.

In this work, aqueous two-phase systems composed of
PEG6000 + sulfate salt + water were determined, and the phase
compositions were measured. Equilibrium data at (283.15,
298.15, and 313.15) K were determined for the systems
consisting of PEG6000 + lithium sulfate + water, PEG6000
+ sodium sulfate + water, PEG6000 + magnesium sulfate +
water, and PEG6000 4+ zinc sulfate + water. The influences of
the electrolyte nature and temperature on the phase diagram
were also investigated.

* To whom correspondence should be addressed. E-mail: jeoimbra@ufv.br.
Fax: + 55-31-3899-2208. Phone: + 55-31-3899-2229.

! Departmento de Quimica.

* Departmento de Engenharia de Alimentos.

§ Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.
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Experimental Section

Materials. The following reagents were used: poly(ethylene)
glycol with an average molar mass of 6000 g-mol™ (Sigma,
USA) and the sulfate salts Na,S50,, Li,50,, ZnS0y, and Mg50,
(Vetec, Brazil), all of analytical grade. Millipore (USA) water
was used in all experiments (R = 18.2 MQ-cm™ ).

Agueons Two-Phase Systems (ATPS). Ternary phase dia-
grams were prepared by weighing appropriate quantities of
PEGo6000, sulfate salts (lithium, sodium, zinc, or magnesium),
and water on an analytical balance (Gehaka, AG200, Brazil)
accurate to & 0.0001 g. Liquid—liquid glass tubes were used
to carry out phase equilibrium determinations. Typically, 15 g
of the system was prepared. After vigorously stirring the system
until becoming turbid, it was placed in a temperature-controlled
bath (Microquimica, MOQBTC 99-20), accurate to & 0.1 K, for
48 h at (283,15, 298.15, or 313.15) K. The equilibrium state
was characterized by the absence of turbidity in both the top
and bottom phases. Samples from the top and bottom phases
were collected for analysis.

Quantitative Analysis. Salt concentration (Na,50,, Li,S0,,
MgS0,, and ZnS0y) was determined by conductivity (Schott
CG853, Germany) of the electrolyte in the range of (107 to
107"y M. The salt solutions showed the same conductivity in
water or the diluted polymer solution [(0.01 to 0.001) %]. The
standard deviation of the salt mass percent from this method
was + 0.10 %. A refractometer (Analytic Jena AG Abbe
refractometer 09-2001, Germany) was used to measure PEGS6000
quantity at 298.15 K. Since the refractive index of the phase
depends on the polymer and salt concentrations, PEG6000
content was obtained by subtracting the salt concentration
obtained by conductivity from the total solution composition
(refractive index). The standard deviation of the PEG&000 mass
percent was on the order of 0,03 %. Analytical curves were
obtained for the salt and PEG measurements, and water content
was determined by mass balance. All analytical measurements
were performed in triplicate.

Results and Discussion

The phase compositions for the aqueous two-phase systems
formed of PEG6000 and sulfate salts are shown in Tables 1 to
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Table 1. Equilibriom Data (Mass %) for the PEGeMW (wpp0) +
Lithium Sulfate (wg) + Water (wy,) System from (283,15 to 313.15)
K

Table 3. Equilibrium Data (Mass %) for the PEGHRE (wpg) +
Magnesium Sulfate (wg) + Waler (wy,) System from (283,15 to
M5 K

overall top phase bottom phase

tieline Wprg Wage Ww  Wpgg Wea Ww Wems Wen W

averall fop phase bottom phase

tie lite Wpgg Wg Wy Wpgg Ws Wy Wpgg Wg Wy

835 K

I 2136 862 7002 3552 322 6126 364 1551 80.85
2 2291 905 6804 3963 260 5768 396 1631 79.73
32500 9.53 6537 4240 220 5431 401 1797 78.02
4 Z6HL  WYE 630 4663 1M6 2139 447 IEMD T66]
5 2945 10.58 5997 5093 162 4745 455 2107 7438
298.15X
1 2254 836 60,10 237E] 280 5030 310 1531 BL5D
2 2404 8T 67.15 4141 250 5609 402 1595 80.03
302604 921 6475 4506 197 5297 414 1753 7833
4 2794 973 6233 4796 195 5009 386 19.1¢ 77.00
5 3033 1034 5933 5291 142 4507 442 2059 7459
31315K
| 2365 826 68.09 4129 226 5645 317 1533 81.50
2 2530 871 6599 4570 174 5256 340 16.1¢ 80.46
32715 912 6363 4651 170 5179 338 1810 7852
4 2983 970 6047 5240 145 4615 348 1930 7722
5 3181 107 5802 5576 113 4301 436 2046 75.18

Table 2. Equilibrium Data (Mass %) for the PEGEM (wpgg) +
Sodium Sulfate (wgy + Water (wyy) System from (25315 to 31015)
K

uverall top plies Dot prliase

tie line wppg Wg Wy Wpgg W
28315 K
1635 781 7584 2928 228 6fdd 17X 1399 E429
1831 836 7333 3128 195 6577 137 1621 814l
1964 882 71.54 3500 1.56 6344 118 17.51 8131
21.53 941 s9.06 3741 137 64122 091 1997 79.16
2294 985 6721 3993 121 5886 080 ZLIC TEOO

20815 K
1682 BO8 7510 3153 237 &600 072 1447 8486
1807 845 J338 3422 19& A382 072 154¢ B3ITO
20,14 894 7092 3719 165 6lle 067 17.4% 81.84
2164 934 59.02 4007 1.36 5857 069 1827 8108
2394 982 5624 4196 141 5663 088 198¢ 7923

RIER LR
17.08 797 7485 3409 192 6399 058 1400 8542
1900 845 7255 3671 165 6led 050 1540 8410
2055 889 7056 3042 144 5904 054 168D BLE3
2246 939 6E15 4277 1.24 5599 044 18.3¢ 81.17
2418 9.84 65098 4454 109 5437 025 20.2F 7950

Wy Wegg Wg Wy

s ks — L b b —

ta e U b —

4. All concentrations are expressed in mass percent. It was
observed that polymer and =alt segregalion rose with the increase
in overall composition. Thiz behavior is in agreement with
reporied esulls drsa;[ibin§ the system fonned by macromol-
ecules and electrolytes. ™!

The influence of tamperature was nct relevan! for all systems,
indicating only a small change in ACp and AH associated with
the phase separation process.'* However, temperature affected
the concentration and volume of both phases for all systems
studied.

Table 5 shows the slope of the tie line (STL) values for the
systems in all temperatures. The STL is defined as the ratio of
the difference in the polymer and the salt concentration in the
top and bottom phases, as presented by eq |

H«'T - Hr'B
QTL = PEg ;EG 1)

Wg — Wg
where Wpg and wg are the polymer and salt concentrations and
the superscripts T and B designate the top and bottom phases,

respectively.
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IBiIS K
1815 778 7407 3157 158 6685 291 [4.85 8224
20015 829 TL56 3484 115 6201 257 1672 8071
21.88 BT 6035 3782 0.83 6135 3097 1771 TRAZ
2388 930 66Nl 4138 062 dE0U 481 IEEL G637
26,13 990 6397 4435 040 5525 455 21.21 T4.24

0815 K
18.52 763 JAES 3204 143 6563 250 1452 8208
20,09 B15 TL74 3590 106 6304 279 1589 8132
2189 BT75 6926 39.05 0.77 6018 345 17.38 9.7
2405 945 6650 4246 0.57 5697 319 19.81 77.00
2620 10015 6X65 4600 0.37 5563 390 21.22 7488

3135 K
1926 750 7324 3458 105 6237 153 1501 8346
2143 806 T051 3813 077 6110 LBl 1673 El4ds
23.19 847 6834 4094 063 5843 280 17.56 T9.64
2510 891 6599 4377 042 5581 433 1821 7746
27,10 949 6341 4652 025 5523 423 2037 7540

th f= LS b — ta b b —

th de ks —

Table 4. Equibrium Data (Mass %) for the PEGHNRY (wpge) +
Zinc Sulfate (wg) + Water (wyy) Sistem from (28315 o 31315 K

averall fop phase bottom phase

tie live wppg Ws Wew Wpeg Ws Ww  Wpgg Ws  Ww

B35 K
18.02 864 T334 2831 240 6020 031 1924 8045
1964 921 TLIS 32,15 1.88 6597 0850 1992 T9.18
2137 977 6886 3479 135 6386 070 2294 Te36
2341 1040 6619 3833 115 6052 130 2423 7438
2474 1083 6443 40095 0.81 5824 194 2476 7330

815K
1696 896 7408 2031 2.19 6850 029 1820 &L51
1887 948 TLa5 3214 171 6615 076 1993 7931
2095 1005 6800 3643 124 6233 129 2170 T7.01
22,51 1050 6699 3063 096 5941 035 2294 77l
2502 1125 6373 4299 0.74 5627 228 2450 7322

3135 K
1721 910 7369 31.50 1.83 66.67
1911 964 TL25 3466 141 6393
20094 10,13 6893 3660 106 6125
22,84 1063 6653 4040 0.78 5873
2475 1112 6413 4429 061 5510

ta de b —

h b b —

17.71 EL67
18.98 79.60
21.34 7721
2238 7573
23.10 74.25

e e R o—
b= = =0
B e

'J\'\D'JINE;

A temperature increase promoted the amplification of the
STL, verifying results reported for other agqueons two-phase
systems.” It is possible that the STL change from the PEG +
sulfate salt system was due to the transfer of water from the
top 1o the bottom pha-:,e.M Thus, the polymer concentration
increased in the upper phase, and the salt content decreased in
the lower phase.

Fieure 1 shows the influence of salt in indocing phase
segregation. The formation of ATPS clearly indicates the mutual
exclusion of the salt and polymer and their high affinity to water.
This tendency is observed in all systems constituted of PEG
and inorganic salts, such as sulfates.'® The aptitude of the four
salts for inducing the phase segregation in ATPS follows the
order of: ZnS0,; = MgS0O, > Na,S50, > Li,50,4 A model
proposed by da Silva and Loh'™ based on calorimetric measure-
menis attributed the trend in efficacy of lithium and sodium
sulfates for inducing ATPS formation to the cation— polymer
interactions, Their proposed mode] states that when the PEG
and sulfate selts are mixed cations interact with the ethylene
oxide polymer groups, releasing some water melecules there
were solvating them in a procese that iz drivea by entropy
increase. This cation binding continues as more electrolytes are
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Table 5. STL Values for PEGAMW + Sall + Waler Systems

PEGAI00 + Lithinm Sulfate + Water

7K
tie line 28315 298.15 31315
1 —2.59 =279 —-292
2 —-2.62 -2.78 —294
3 —2.51 —263 =263
4 —2.49 -2.57 —274
5 —2.38 -2.53 —266
PEGEO00 + Sodinm Sulfate 4+ Water
7K
tie line 283.15 298.15 31315
1 —2.35 —21.56 =277
2 =217 —248 =263
3 212 2.30 253
4 —1.97 -2.33 —248
5 —1.96 -2.23 —231
PEGADO0 + Magnesium Sulfate + Water
K
tie line 283.15 298.15 31315
1 =216 -2.32 —237
2 =207 -2.23 —228
3 =201 =214 —225
4 =201 =204 —222
5 —1.91 —2.02 =210
PEG&000 + Zinc Sulfate + Water
7K
tie line 283.15 298.15 31315
1 —1.66 —1.81 —1.94
2 —1.73 —1.72 —1.80
3 —1.58 -1.72 173
4 —1.60 -1.79 —1.79
5 —1.63 -1.71 — L85

added until a saturation point after which no more entropy gain
may be attained and phase splitting becomes more favorable.

The ATPS composed of PEG6000 + Na,S0O, present a larger
biphasic area as compared to the PEG&000 + Li,50, system.
This behavior may be explained by the fact that fewer sodium
cations are required for saturating the interaction sites of the
polymer chain as compared to lithium cations.

AN
10 \

—-—:;t-l—_'-J_‘Q -

0 . L sl
1] 5 0 15 20 25
Ws

Figure 1. Influence of cation on the phase diagram (mass %) of the
PEG&000 + salt at 298.15 K: W, Li;S04 @, Nay504 O, MpSOy; &,
Zr30,.
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Conclusions

Liquid—liquid equilibrium data for the systems PEGo0C0 +
Li,50, + water, PEGS000 + Na,S0, + water, PEG6000 +
MgS0, + water, and PEG6C00 + ZnSO; + water were
determined at different temperatures ranging from (283.15 to
313.15) K. The effect of temperature on the equilibrium data
of the PEG6000 + sulfate salts system was not significant. The
resulis agreed well with those in other literatures.™*'¥ The slope
of the tie line increased with incraasing temperature, and efficacy
of the salts in inducing phase segregation follows the order of:
ZJ]SOA = MgSO_1 = Nu230_1 = LigSOd.
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Liquid—Liquid Equilibria of an Aqueous Two-Phase System Formed by a
Triblock Copolymer and Sodium Salts at Different Temperatures
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Luis Henrigue Mendes da Silva,”" Pamela da Roecha Patricio,” Jane Sélia dos Reis Coimbra,
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Alimentos, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Faderal de Vigosa, Av. P. H. Rolfs, Vigosa/MG 36570-000, Brazil

Phase diagrams of aqueous two-phase sysiems composed of a triblock copolymer (L35) 1900 g+moal™',
sodium tartarate, sodium citrate, or sodium nitrate were determined ar (283,15, 298.15. and 313.15) K. The
temperature effect on the position of the binodal curves was not relevant, indicating a small enthalpic
contribution associating to the phase segregation. The ability of three salts to induce the formation of the
biphasic system with L35 followed the order sodium citraie > sodium tartarate > sodium nitrate. The
preference of a salt-inducing phase segregation follows the Hofmeister series.

Introduction

Aqueous two-phase systems (ATPSs) have been widely used
in preconcentration and sepatation of chemical substances, such
as, metal .ons,"2 p1'<:utt=i1'js,3"1 and orzanic molecules.® These
systems cen be formed by combining either two chemically
different polymers or a polymer and a salt (organic or increanic)
in water above a cerfain critical concentration and temperature 57

The most used ATPS are composed of polylethylene oxide)
(FEO) + inorganic salt + water or PEO 4+ dextran + water.®
However, these systems present some limitations, such as low
extractant solubility and a lower complex partition coefficient,
for the pactitioning of hydrophobic solutes or use of water-
insoluble extractant agents. This problem can be solved through
the creation of micellar media using a triblock copolymer.” A
typical example of a triblock copolymer is formed by ethylene
oxide (EO) and propylene oxide units (PO) according to the
representation: (E0),—(PO),—(EQ), The nomenclature of
triblock copolymers is based on the physical state (liquid, paste,
ot flakes) and EO/PO rate of the macromolecule.'® This type
of triblock copolymer self-associates upon increasing concentra-
tion (L35 cmnc = 2.40 % wiw) or temperatuie into micellar-
like aggregates conmsisting of a core occupied by PO units
surrounded by a corona of EO chains.'!

The literature reported a small number of equilibrium data
tor different ATPSs formed by triblock copolymers of different
CLO/PO ratios (or different average molecular mass) and
inorganic salts'*~'% or dextran + triblock copolymer.'® Despite
the existence of equilibrium data for the triblock copolymers
4+ salt + water, smdies involving these types of macromaolecnles
are very rare, and that is a resiriction for selecting the appropriate
ATPS for the solute that one wants to separatz or purify.

For the application of ATPS formed by triblock copolymers,
it is necessary to obtain the phase diagram daia. In this work,
ATPSs composed of triblock copolymer L35 ((PEO);—

* To whom correspondence should be addressed. Tel: +5531-38003052,
Fox: +5531-38903065. E-mail: luhen@ufv.br.

F Grupo de Quimica Verde Coloidal @ Macramolecular, Departamento de
Cuimica.

¥ Departamento de Tecnologia de Alimentos. Centro ce Cigncias Exatas.
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(PPO)1g—(PEQ) ) + sodium salt + water were delermined, and
phase composition was measured. Equilibrium data at (283,135,
20815, and 313.15) K were determined for the systems
consisting of L35 + sodium citrate + water, L35 + sodium
tartarate + water, and L35 4+ sodium nitrate 4+ water. The
influences of the anion electrolyte nature and temperaturz on
the phase diagram were also investigated.

Experimental Section

Materials. The following reagents were used: triblock
copclymer L35 (50 % EO), (PEO);—(PPO);s—(PEO};,, with
average molar mass of 1900 g-mol™ (Sigma) and sodium
citrate, sodium tartarate, and sodiam nitrate (Vetec, Brazil), all
of analytical grade. Millipore water was used in all experiments
(R = 182 MQ2+cm™ 1)

Agueons Two-Phase Systems. We prepared ternary phase
diagrams by weighing appropriate quantities of L35, sodium
salts (citrate, tartarate, or nitraie), and water on an analytical
bhalance (Gehaka, AG200, Brazil) with a given uncertainty of
+ 0.0001 g. Liquid—liquid glass tubes were used to carry out
phase equilibiium determinations. Typically, 10 g of system was
prepared. After the system was vigorously stirred until it became
turbid, it was placed in a temperature-controlled bath (Micro-
quimica, MOBTC 99-20, with an uncerfainty of & 0.1 K) for
72 hoat (28315, 298.15, or 313.15) K. The equilibrium state
was characterized by the absence of turbidity in both top and
bottom phases. Samples of thz top and bottom phase were
collected for analysis.

Cheantitative Analysis. The salt concentration (sodium
citrate, sodium tartarate, and sodium nitrate) was determined
by conductivity (Schott CG853, Germany ) of the electrclyte
in the range of (107 to 107%) % w/w. The salt solutions
showed the same conductivity in water or in the diluted
polymer solution [(0.1 to 0.01) %2]. The standard deviation
of the salt mass percent from this method was £ 0.10 %. A
refractometer (Analytic Jena AG Abbe refractometer 09-2001,
Germany) was used to measure the L35 quantity at 295.15
K. Because the refractive index of the phase depends on the
copolymer and salt concentrations, we obtained the L35
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Table 1. Equilibrinm Data for L35 (wpas) + Sodiom Citrate (ws) —
Water (wy) System from T'= (28315 to 313.15) K in Mass Fraction
Percent

Table 3. Equilibrinum Data for L35 (wess + Sodium Nitrate (ws) +
Water (wyw) System from T = (283,15 to 313.15) K in Mass Fraction
Percent

tie-line overall top phase bottom phase tie-line overall top phase bottom phase
tie line length wpas  ws Wy Wpas Wy Wy Wias Wgo Wy tie line length wpas  wg Wy Weas Wy Wy W W Wy
285K IBAIS K
1 3374 1865 Q.10 T221 3474 321 6205 419 17.52 TR0 1 4051 2111 2513 33.76 3856 1579 4565 208 3341 &451
2 3830 2107 068 683 3ATA0 2.20 6001 3TT 2043 TS50 2 46,99 2304 2561 5135 4314 1520 4166 079 35.55 63.66
3 4240 AT 1070 64.53 4275 157 5568 582 2250 T1.50 3 5272 2505 2622 4873 4822 1430 3730 108 3700 A0.03
4 4011 2740 1206 60,52 4360 120 50.11 628 2597 47.75 4 a6 26E4 2607H G638 AL1F 1RO0 AES DED SNE G000
5 53.85 3043 1204 56.61 5360 086 4554 690 27.83 6518 k1 6051 2867 2734 4300 5336 1380 3284 0.01 4235 57.64
08.15K 10815 K
1 3478 2732 511 67.67 3404 202 62.14 243 1528 8220 1 46,35 1916 2460 3624 4483 1403 4109 LT1 3091 6758
2 4206 3106 562 6332 4168 201 5621 233 17.24 8043 2 50,05 2128 2544 5328 4871 1319 3810 LTl 3286 6543
3 4818 .82 Gl 5007 4693 155 51.52 240 2002 TT.SS 3 56,21 2312 2567 5121 5311 1263 326 L300 350 &64.20
4 54.84 3857 662 3481 5251 L10 4630 225 2303 T4.72 4 61.35 2514 26011 4875 5735 1202 .63 LOL 3631 62.68
5 5048 4231 702 S0.57 5756 075 4160 332 2506 T1.52 5 6256 2714 2655 4631 6006 1171 2823 320 37.79 50.01
335K 335K
1 4482 18AT 900 TL23 4530 167 5204 268 1525 8207 1 3505 1019 2483 5508 3304 |728 4060 100 3L6T 6733
2 5058 2201 9.67 6832 S0.88 1.25 47.87 281 1697 80.22 2 4026 2125 2512 5363 .13 1664 4423 222 3272 65.06
3 5564 268 1078 64.54 5578 003 4320 317 1003 T7.80 3 46.04 2207 2520 51.74 4306 1528 4166 10T 3407 6476
4 5920 2738 1206 60.56 50.80 067 30.53 443 2163 T304 4 5371 2510 2621 4860 4826 1435 3730 0.4 38.00 61.96
5 G271 W4l 1204 5565 63.24 040 3627 518 2420 7062 5 FTTT 2700 2640 4621 5246 136E 3286 1LT4 3941 SBES

Table 2. Equilibrinm Data for L35 (wias) + Sodiom Tartarate (ws)
+ Water {wy ) System from T — (28315 (o 313.15) K in Mass
Fraction Percent

tie-line overall top phase bottom phase
tie line length wias Wy Wy Wias Ws Wy Was Wg Wy

28315 K
2368 2000 B2l TLTO 2672 448 6B.E 651 1682 TenT
3943 LI 1021 67.68 T8 157 50.58 18R 2078 Ta4
4622 528 1132 6340 4250 189 5552 241 2473 T1i6
5155 IB20 1203 5967 4678 149 5173 233 27.50 TO.08
5584 3050 1339 56,02 5283 LIS 4599 451 2006 6633

N B
4085 3599 455 5046 41.06
4820 3002 534 5474 4757
5277 4504 543 4033 5267
5843 4066 633 H.01 5729
6928 3461 659 3879 6825

JAISK
5365 I5TR 903 6420 5320 152 4528 200 17.64 8O3
57019 558 106 6326 3802 113 4085 263 1882 7755
6229 2002 12.02 5896 61.86 085 37.290 212 21.57 7531
6907 3269 1266 5465 6780 062 3149 326 2499 7175
TO.63 3859 1422 46.89 TO.A3 036 2901 6.10 2908 6452

e Ll b e

3640 302 1744 79.54
066 313 2044 76.23
46.09 455 22.80 7256
41.49 424 2539 7037
3L19 582 3059 6350

LN e e b e
S =
Aoy

L el b —

content by subtracting the salt concentration obtained by
conductivity from the total solution composition (refractive
index). The standard deviation of the L35 mass percent was
on the order of 0.05 %. Analytical curves were obtained for
the salt and copolymer measurements, and water content was
determined by mass balance. All analytical measurements
were performed in triplicate.

Results and Discussion

The phase compositions for the ATPS formed by L35 and
sodium salts are shown in Tables 1. 2, and 3, where zll
concentrations are expressed in mass percent. The systems
formed by PEQ 2000 + salts (citrate and tartarate)'™®
showed the same biphasic area, suggesting that the dispersing
molecular interaction associated with the polarizable organic
anjvn detenmine the ATPS phase bebavior more than mage-
romolecular specific interactions. However, the system
formed by PEO 2000 + sodium nitrate'® has a small biphasic
area, as compared with the system formed by L35 + sodium
nitrate, showing, in the case of the inorganic anion, a
macromolecular hydrophobic effect (L35 is more hydrophobic
than PEO 2000). An important parameter that expressed the
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difference in the intensive thermodynamic properties of cach
phase of the ATPS is the tie-line length (TLL), and it can be
described by the equation

TLL = [(Wis — Wha +(We — W™ ()

where W35 and Ws are the copolymer and salt concentrations,
and the superscripts T and B designate the top and bottom
phases, respectively.

Tables 1, 2, and 3 show that at constant temperature, for systems
containing sodium citrate and sodium tartrate, the copolymer mass
fraction of the salt-rich phase increases when the salt fraction
increases. This behavior is observed for the systems formed by
PEO 2000 + salt (citrate, tartarate, and nitrate).' "'

The temperature effect on the phase diagrams can be observed
in Figures 1. 2, and 3. The influence of temperature was not
significant for all systems. However, the temperature affects the
volume and concentration of both phases.

Table 4 shows the values of the tie-line slope (STL) for the
studied systems at all temperatures. The STL can be expressed by

T /B
STL = —Wb;' "_f;h 2)
W — Ws
where W35 and Wy are the polymer and salt concentrations and
the superscripts T and B designate the top and bottom phases,
respectively.

Wg(%)

Figure 1. Temperature effect on the phase dagram for the L35 + sodinm
citrate system: @, 28315 K; &, 313,15 K.
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Figure I Temperature effect on the phase diagram for the L35 + sodinm
tartarate system: @, 283.15 K: &, 31315 K.
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Figure 3 Temperature effect on the phase diagram for the L35 + sodium
ritrate eyetem: @, 283,15 K1 4, 313,15 K.

Table 4. STL Valucs For L35 + Salt + Water Systems
L35 + sodivm citratz + water

tie line K
283.15 108.15 31315
1 =111 -2.57 =367
2 —1.85 -257 —3.28
3 —1.75 227 -7
5 —1.72 —-2.21 —2.65
4 —1.70 -221 —243

L35 + sodium tartarate + waer

tie line K
283.15 298.15 313.15
1 —162 —1.56 =318
2 —191 =240 —3.06
3 —176 =226 —2.8
4 =170 -2.24 —2.63
5 —-172 =207 —225

L35 + sodivm nitrate + water

tie line K
LR ] 9E.15 31315
1 —2.07 —2.28 —2.54
2 —2.08 -229 —-2.37
3 2.00 222 2.4
4 —2.00 -2.04 —-2.32
] —L.87 —2.01 —2.18

The increase in the temperature promoted an STL increase.
It is possible that the STL change for the L35 4+ sodium salt +
water svstems was duz to the transfer of water from the top to
the bottom phase. Therefore, the polymer concentration increases
in the upper phase, and the salt conlent decreases in the lower
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T0-

Wgl%)
Figure 4. Anion effect on the phase diagram for the L35 + salt + water:
4, sodium citrate; B, sodiun tartarze; @, sodium nitrate.

phase. Thiz behavior is observed for the systems formed by
triblock copolymer L35 4 sulfate salte 4 water or L35 4
phosphate buffer + watzr.'>'* However, the effect of temper-
ature on the binodal position and STL is more expressive in
the systems formed by L35 4 zulfate salt or phosphate buffer.

Figure 4 shows the influence of salt in inducing phase
segregation. The tormation of the A'TPS clearly indicates the
mutial exclusion of the salt and polymer and their high affinity
for water. This tendency is observed in all systems constituted
by triblock copolymers or polymers and inorganic salr. 571
The preference of three salts in inducing the phase segregation
in ATPS follows the order: sodium citrate > sodium tartarate >
sodium nitrate. This preference can be observed in the Hoffmels-
ter series (HS):? citrate®™ > SO,2 = tartarate?~ > HPO2 =
Croy” = acetate” = HCO;™ = CI™ = NO;~ = C10, ™. The binodal
arca for the system formed by L35 + sodium sulfate!? is the
same for the system formed by L35 4 sodium tartarate (present
work). The HS originates from the ranking of various ions
toward their ability to precipitate (salting-out] a mixture of hen
egg white proteins, but the HS can be used 10 understand the
phase segregation occurrence. The ions that decrease the
solubility of macromolecules are denoted “kosmotropes™ (with
a high charge dersity, such as, citrate), and the ions that increase
the solubility of macromolecules are denoted “chaotropes™ (with
a low charge density, such as, nitrate). The salting cut effect
results from interfacial effects of strongly hydrated anicns,
kosmotropic ions, near the macromolecule surface removing
witer molecules from the macromolecule solvation layer and
dehydrating its surface, which promotes the phase separation.
(In general, the ApyG is more negative for the anions with a
high charge density™! )

Conclusions

Liquid—liquid equilibrium data for the systems L35+ sodium
citrate + water, .35 4+ sodiom tartarate + water, and T.35 4
sodium nitrate + water were determined at different tempera-
mres (283,15 w 313.15) K. The temperature effect on the
equilibrium data of L35 4 sodinm salt system was not relevant,
but the anion nature has a major effect on the phase diagram of
these ATPS. The elficacy of the alts in inducing  phose
segregaticn follows the order: sodium citrate » sodium tartarate
= sodinm nitrate. This order follows the Hofmeister series effect.
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Liquid—Liquid Equilibrium of Aqueous Two-Phase System Composed of

Poly(ethylene glycol) 400 and Sulfate Salts

Jodo Paulo 1‘\»'Ie'|rtins,+ Jane 5. dos Reis (t-i:ntznr-a,’*‘t Fabiola Cristina de Oliveim,* Guilherme Se‘um‘;lit:-tti,-’5
César A. S. da Si]\-'a,g' Luis Henrique Mendes da ‘E‘si]‘\r'-:l,+ and Maria do Carmo H. da Silva®

Department of Chemistry, Federal University of Vigosa (UFV), P. H. Rolfs Avenue, s/n, 36570-000, Vigosa - MG, Brazil,
Separation Process Laboratory (LPS), Department of Food Technology, Federal University of Vicosa (UFV), P. H. Rolfs
Avenue, s/n, 36570-000, Vigosa - MG, Brazil, and ExTrAE, Laboratory of Extraction, Applied Thermodynamics and
Equilibrium, Department of Food Engineering, Faculty of Food Engineering, University of Campinas - UNICAMP,

P.O. Box 6121, 13083-862, Campinas - SP, Brazil

Phase diagrams of aqueous two-phase systems (ATPS) composed of 400 g*mol™! poly(ethylene glycol)
(PEG) + sodium sulfate or magnesium sulfate were determined at (298.15, 308,15, and 318.15) K. The
temperature effect on the biphasic area was not relevant, indicating a small enthalpic contribution associated
with the phase separation. The ability of the salts in inducing the formation of the ATPS with PEG 400
followed the order sodium sulfate < magnesium sulfate. The liquid—liquid equilibrium experimental data
were correlated using the NRTL (nonrandom two-liquid) activity coefficient model, and new interaction
parameters were estimated. The mean deviations between calculated and experimental compositions were
lower than 0.99 %, showing the good descriptive quality and applicability of the NRTL model.

Introduction

Aqueous two-phase systems (ATPS) are constituted of
chemical species that separate into two different phases when
mixed in certain ranges of composition and temperature. The
formation of an ATPS can be achieved by using two different
polymers in water or even an inorganic salt and a polymer in
water.* ATPS have typically been used in the separation and
purification of proteins and other biomaterials.** ATPS have
also been used in the extraction of metallic ions,™ extractive
crystallization of inorganic salts,”® extraction of sulfide miner-
als,® separation of cell particles, and recovery of nanoparticles.”

ATPS of major practical interest are composed of poly(ethylene
glyeol) (PEG) and inorganic salis. These systems, when compared
to those containing only polymers presents some advantages like
lower cost, lower viscosity, lower interfacial tension, rapid phase
disengagement, and easy scale-up. PEG is one of the most useful
constituents in ATPS, given that this polymer is low in cost,
nontoxic, noninflammable, and easy to handle." Among the
biphase-forming salts, sulfate salts are preferred over others because
of their ability to promote hydrophobic interactions between the
phases.!"'? This hydrophobic effect is important in protein
partitioning in ATPS, where sulfate has a slight salting-in effect
on the peptide group and a strong salting-out effect on the nonpolar
groups, which leads to the fact that sulfate stabilizes the native
structure of proteins and hence distinguishes itself from the usual
protein denaturants,' '

The selective distribution of constituents of ATPS may be
affected by different factors like the nature and size of the
biocompound, molecular structure and size of the polymer chain,
type of salt, pH, system overall composition, and temperature.'

¥ To whom correspondence should be addressed. Fax: +55-31-3899-2208.
Phong +55-31-3899-2225, E-mail: jeoimbra@ufv.br.

t Department of Chemistry, Federal University of Vigosa.

* Department of Food Technology, Federal University of Vigosa.
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Liquid—liquid equilibrium (LLE) data at different temperatures
and compositions are essential for the development, optimiza-
tion, and scale-up of extraction process using ATPS. Moreover,
useful information in phase diagrams can be attained by a
thermodynamic model that can adequately describe these
multiphase systems. An activity coefficient medel, such as the
NRTL (nonrandom two-liquid) model," has been successfully
applied to correlate the LLE data for ATPS.'®"

Equilibrium data for aqueous systems with PEG of different
average molar masses and salts are reported in the literatre.'*~!
However, for systems containing PEG 400 4+ sulfate salts,
equilibrium data are scarce. Thus, this work presents experi-
mental data of ATPS composed of PEG 400 + sodium sulfate
+ water and PEG 400 + magnesium sulfate + water, at (298.15,
308.15, and 318.15) K. The effect of the salt nature and
temperature on phase diagrams were investigated. The experi-
mental data were correlated with the NRTL model, with the
estimation of binary interaction parameters.

Experimental Section

Materials. The following reagents were used: triblock
copolymer PEG with an average molar mass of 400 g+maol™!
(Sigma-Aldrich, U.S.). sodium sulfate (Vetec, Brazil). and
magnesium sulfate (Vetec, Brazil), all of analytical grade.
Deionized water (Milli-Q), Millipore) was utilized in all experi-
ments (R = 18.2 MQ-cm™'). The polymer and salts were used
as received.

ATPS. Ternary phase diagrams were prepared by weighing
appropriate quantities of PEG 400, sulfate salts (sodium or
magnesium), and water on an analytical balance (Gehaka,
AG200, Brazil), with an accuracy of £ 0.0001 g. Liquid—liquid
glass tubes were used to carry out phase equilibrium determina-
tions. Typically, 12 g of system was prepared. After vigorously
stirring of the system, until it became turbid, it was placed in a
temperature-controlled bath (Microgquimica, MQBTC 99-20,
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with an accuracy of £ 0.1 K) for 24 h at (298.15, 308.15, or
1815y K. The equilibrinm state was characterized by the
absence of turbidity in both top and bottom phases. Samples of
the top amd botwm phases were collected for analysis,

Cantitative Analysis. The salt concentration (sodium or
magnesium) was determined by conductivity (Schott CGSES3,
Germany) of the electrolyte in the range of 1074 to 1072 M.
The salt solutions showed the same conductivity in water or in
the diluted polymer solution (0.6 o 0.01) %. The standard
deviation of the salt mass fraction from this method was 4012
G, A refractometer (analytic Jena AG Abbe refractometer 09-
2001, Genunany) was used W mensure PEG 400 guantity al
298.15 K. Since the refractive index of the phase depends on
the polymer and salt concentrations, PEG 400 content was
obtained by subtracting the salt concentrations obtained by
conductivity from the total solution composition (refractive
index). The standard deviation ot the PEG 400 mass fractions
was on the order of 0,07 %. Analvtical curves were obtained
for the salt and PEG 400 measurements, and water content was
determined by mass balance. All analytical measurements were
performed in triplicate.

Thermodynamic Modeling. The experimental data were used
to adjust the NRTL binary interaction parameters. Mole fractions
have traditionally been used in this model, but mass fractions
provide a more convenient composition unit because of the large
difference in the molar masses of the components involved in
polymeric systems. Stragevitch.,” S¢ and Aznar,** Batista et
al..** and Lintomen ct al.® uscd this approach with the NRTL
model. When mass fractions are used. the model is expressed
as:

ud T W, i Ty
nyT =5 Uy i = -
Z% = .ﬁ'] I’?E'w* f-';}wk
=1 M =1 =1
K o
.Ia',z %) (1)
=LA

where 37 is the corresponding activity coefficient of component
i expressed on the mass fraction, K is the total number of
components in the data group, and M and w are the average
maolar mass and mass fraction, respectively, of the components.
The quantities t; and Gy are given by

;= o 4
This model has three adjustable parameters for each binary
pair (Agy Agg. and o). The parameters Agy and Ag;, are related
to the characteristic energy of interaction between the molecules
of type ¢ and j i is related to the nonrandomness of the mixture.
Ay and Ay are characteristic energy parameters of the ¢ and j
interactions: T is the absolute temperature. The NRTL interaction
parameters can also be adjusted as functions of the absclute
temperature and characteristic energy interaction parameters
(with subscripts 0 and 1), as defined by the expression:

Ay = Ag; + AT (3
Estination of interaction parameters was based on the winini-
zation of the objective function of composition, presented in
eq 6, according to the procedure developed by Stragevitch and

d’ Avila.*®

n NoOE—1 H._'_I'P_expﬂ _ H._'_I'P_calc'd 2
inm inm
OFw)= 2 2 % +
m=1 n=1 =1 o
( BPexptl BPraled) 2
Winm Winm )
(©)
U"?;n

where I is the total number of data gronps; N is the total number
of tie lines in the data group: K is the total number of
components in the data group: w is the mass fraction, the
subscripts i, n. and m are component, tie line, and group
numbers, respectively: the superscripts TP and BP stand for the
top and bottom phases, respectively: and exptl and caled refer
to experimental and calculated compositions. gy, and oyer,
represent the standard deviations observed in the compositions
of the two liguid phases. The average deviations between
experimental and calculated compositions were quoted according
ey 7.

Aw =

N K
’ ’ TP.exptl TP.caled, 2 BPexpil P.caled, 2
L Z. [[“'EJI i “'r'Ju ) + I{h'r'Ju L “’i'Bﬁ ) ]

n—1 i—1
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Results and Discussion

Agi Ay LLE data for systems composed of PEG 400 + sulfate salts
Ty = RT = T (2) 4+ water are shown in Tables | and 2. Phase analysis revealed
that the top phase was rich in PEG 400 and poor in electrolyte,
G{.l' — APl Oyt ) (3) while the bottom phase contained most of the electrolyte and
Table 1. LLE Data for Systems Compaescd of PEG 400 (wppg) | NagS0y (ws) | 0 iww), From (295,105 to 318.15) K
overall composition top phase bottom phase
tie line TLL 100 weeg 100 we 100 ww 100 wpes 100 ws 100wy 100 wees 100 wg 100 ww
T=298I15K
1 03757 19.78 1328 66,94 35.88 3.50 a0.62 387 2318 72.97
2 04103 20,09 14.02 65,82 37.28 2.93 59.79 2.96 2541 T71.63
3 014569 2249 1450 A0 4197 245 5558 312 6 S0 7098
4 05031 23.52 1545 61.03 44.90 2.02 53.08 228 2876 6258
T=308.15 K
1 03718 20,17 1321 66.62 3619 375 &0.06 4.24 2277 72.99
2 043 2142 1344 65,24 BT 04 S0 405 25.68 F2ET
3 04642 22.79 14.35 62.86 42.64 243 54.93 2.98 26,55 7047
4 05131 2445 1541 60,14 46,28 2.05 51687 252 28.85 68.63
T=31R15K
1 03562 1941 12.65 67.94 3473 36l 6166 4.01 21.78 7421
2 0.1261 2113 12.75 61.82 39.63 278 57.59 ERE 24.84 72.02
3 04637 2246 14.74 62.80 42,13 249 55.38 2.70 26,89 70.41
4 0.5044 23.36 15.48 6l.16 44.66 2.06 53.28 1.93 28.86 69.21
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Figure 4. LLE for systems composed of PEG 400 + sulfate salts + water
at 318,15 K: W, NapSOy; @, Mp:S0y; dashed line, NRTL.

with mean deviations between calculated and experimental
results smaller than 0.99 %. Figures 2, 3, and 4 present the
experimental and calculated compositions using the NRTL
model for the studied systems.

From these results, it was verified that the effect of temper-
ature was not significant. All phase diagrams obtained show a
very small dependence on the temperature. An increase in
temperature causes a short expansion of the two-phase region,
indicating only a small change in AC, and AH associated with
the phase segregation process. The same behavior is observed
for all ATPS formed by PEG + sulfate salts.'®=2%2%
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Figure 5. LLE for systems composed of PEG + sodium sulfate + water at
298.15 K: W, PEG 400; @, PEG 6000;* continuous line, PEG 400 tie lines;
dashed line, PEG 6000 tie lines.*
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Figure 6. LLE for systems composed of PEG + magnesium sulfate + water
at 298.15 K: M. PEG 400; @, PEG 6000, continuous line, PEG 400 tie
lines; dashed line, PEG 6000 tie lines.*

From the results shown in Figures 2 to 4 it is also possible
to appreciate the influence of an electrolyte in inducing phase
segregation. The preference of the two investigated salts in
inducing phase segregation in ATPS follows the order Na; SOy
< MgS0y. A model proposed by da Silva and Loh,* based on
calorimetric measurements, attributed the trend in the efficacy
of sodium sulfates for inducing ATPS formation to the
cation—polymer interactions. Their proposed model is that, when
the PEG and sulfate salts are mixed, the cations interact with
ethylene oxide polymer groups, decreasing interactions between
PEG and solvating water molecules, in a process that is driven
by entropy increase. This cation binding continues as more
electrolyte is added. until a saturation point, after which no more
entropy gain may be attained and phase splitting becomes
more favorable. In general, interactions of ethylene oxide groups
with different cations promote different biphasic areas. The same
behavior was observed for systems composed of PEG 6000 or
PEG 1500 + sulfate salts.2"™**

To have a better insight on the effect of PEG molar mass in
phase diagrams, LLE data for systems composed of PEG 6000
+ sulfate salts + at 298.15 K. reported by Salabat.*® are
presented in Figures 5 and 6. Although the overall compositions
of this work and those utilized by Salabat®™ are different, it is
possible to conclude that phase segregation was favored because
of the higher PEG molar mass, being also evident through
increases in the STL wvalues.
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Table 2. LLE Data for Systems Composed of FEG 400 (wppe) + MgS 04 (ws) + H2O (ww), from (298,15 to 318.15) K

overall composition top phase bottom phase
tie line TLL 100 weeg 100 ws 100 ww 100 wres 100 ws 100 ww 100 wreg 100 wg 100 ww
T=128815K
1 02317 14.11 10.77 7512 2422 5.07 70.71 4.08 16.53 79.39
2 0.3060 15.55 10,95 73.50 28.59 291 68.50 2.61 19.07 7B.32
3 0.3654 1745 1129 7126 3315 1.92 64,93 185 20,78 77.37
4 04205 17.79 12.69 69.52 35.61 1.46 6293 0.10 23.99 76.01
T=20815K
1 0.2345 13.84 10.65 7551 23.89 4.61 71.50 3.82 16.74 T9.44
2 03278 15.54 1143 7302 2947 2.74 &67.79 163 20.08 e
3 03758 16.64 11.58 TL48 32.52 1.84 65.64 0.50 21.99 7721
4 04211 17.77 1239 69.84 3575 125 63.00 0.03 2355 T6.42
T=231815K
1 02886 1392 1081 75.27 26.39 347 7014 1.55 18.17 B0.28
2 0.3546 15.33 11.65 73.02 30.37 234 67.29 0.20 2098 79.02
3 03803 16.18 .77 72.05 32.20 1.59 66.21 0.10 21.99 TR.01
4 04208 17.54 1220 69.86 35.79 114 63.07 0.00 23.27 T6.73

small PEG 400 guantities. This is a traditional behavior for
ATPS, and all works in literature report a mutual exclusion
between the polymer and the electrolyte.* '*15=21-27

An important parameter in ATPS is the tie line length (TLL),
calculated according to eq 8. This parameter indirectly represents
the differences of intensive thermodynamic properties between
both phases.

TLL = [[WEG — h"EE]fG ]2 + [w;? — h-'?P]:]m (&)

where wpgg and wg are the PEG and salt mass fractions and the
superscripts TP and BP designate the top and boltom phases,
respectively. As can be seen in Tables | and 2, greater polymer
and salt mass fraction differences between the two phases led
to higher values of TLL. Figure | presents the effect of PEG
and sulfate salt overall mass fractions on the TLL at different
temperatures. Enhancements in temperature and overall mass
fractions of PEG and sulfate salts caused a slight increase in
TLL. However, this relationship was not linear, which is typical
of behavior observed in ATPS containing PEG + sulfate
ﬁﬂ]ts.la_zl'zs

Table 3 presents the values of the slope of the tie line (STL),
caleulated according to eq 9.

TP BP
Wepg — WG
STL = TP me (9
Wg — Wg

Despite the small temperature dependence of the STL values
determined., results reported in literature show that, by increasing

niz

o3

14
oo " 013

. 15
Weals [ERT N

PEC
Figure 1. Effect of PEG and salt overall mass fractions on the TLL at
different temperatures: B, NaxSO0y at 298,15 K; 4, NapSOy at 306815 K: @,
Mg:50, at 298.15 K: &, Mg:S0, at 30815 K.
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Table 3. STL Values for Systems Composed of PEG 400 + Salt +
HaO, from (29815 to 318.15) K

K
tie line 298.15 308.15 318.15
PEG 400 + Na:50, + H,O

1 —1.63 — 168 — 169
2 —1.53 — 169 —1.65
3 —1.62 — 164 —1.62
4 —1.59 —1.63 —1.59

PEG 400 + Mg:S0, + H,0
1 —1.76 — 165 — .69
2 —1.6l — 160 —1.62
3 —1.66 —1.57 —1.57
4 —1.58 — 160 —1.62

Table 4. Adjusted NRTL Parameters in Function of Absolute

Temperature, from (295,15 to 318.15) K

i—J Auf}'.HK -“-U‘""K .-‘i“j .-‘fl.]J"' 0l
PEG 400—Map, 50y —3197.5 597.94 19,475 0.1356 02983
PEG 400—Mg.50y —3272.8 412.05 18,669 05030 0.6994
PEG 400—Hx0 26068 —12249.00 — 11428 946330 05965
MNaxS04—H:0 4938.3 —19643 —21.794 67471 02216
MpaS0y—HaO 34528 —271.42 —18.200 102830 01623

Table 5. Mean Deviations in Phase Compositions for Systems
Composed of PEG 400 + Sulfate Salts + Hz0. from (298.15 to
3815 K

system 100 Aw
PEG 400 + Na;50y + HyO at 298,15 K 0.66
PEG 400 + Na;S80y + HzO at 308,15 K 0.54
PEG 400 + Na;S0y + HyO at 318,15 K 0.51
PEG 400 + Mg:504 + H20O at 298.15 K 0.99
PEG 400 + Mg 50y + HaO at 308,15 K 0.97
PEG 400 + Mg:504 + H2O at 318.15 K 0.66
average overall deviation 0.75

the temperature, STL values tend to increase, reducing the
amount of salt needed to form a biphasic system with a given
amount of PEG." However, for lower molar mass PEG, this
effect seems to be indistinguishable at different temperatures.”’
The average STL for a system composed of PEG 400 + sodium
sulfate at different temperatures was equal to (—1.63 £ 0.05).
The same value was found for systems containing PEG 400 +
magnesium sulfate.

The adjusted NRTL parameters as functions of absolute
temperature are presented in Table 4. Deviations between
experimental and calculated compositions in both phases were
quoted according to eq 7 and are shown in Table 5. From these
results, it was observed that the NRTL model accurately
described the phase compositions of the investigated systems,



Conclusions

Equilibrium data for systems composed of PEG 400 +
sodium sulfate + water and PEG 400 + magnesium sulfate +
water were determined at different temperatures of (295.15 to
318.15) K. The data were correlated using the NRTL model,
with the estimation of new interaction parameters. The model
was able to correlate the data with excellent precision, yielding
an average global mean deviation of 0.75 % between experi-
mental and calculated equilibrium compositions. Moreover, the
temperature effect on the biphasic area was not relevant. The
cation nature had an effect on the phase diagram of these ATPS.
The efficacy of the salts in inducing phase segregation follows
the order sodium sulfate < magnesium sulfate.
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Liquid—Liquid Phase Equilibrium of Triblock Copolymer F68, Poly(ethylene
oxide)-b-poly(propylene oxide)-b-poly(ethylene oxide), with Sulfate Salts

Jodo Paulo Martinsf Maria do Carmo Hespanhol da Sil‘lf'a,+ Luis Henrigque Mendes da Si]‘lf'a,*'+
Tonimar Domiciano Arrighi SE]I[‘EI,+ Guilherme Max Dias Ferreira: Jane Sélia dos Reis C[:pimhraal,:t and

Luis Antonio Minim?

Grupo de Quimica Verde Coloidal e Macromolecular, Departamento de Quimica, and Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Universidade Federal de Vigosa, Av. P. H. Rolfs s/n, 36570-000,

Vicosa - MG, Brazil

Phase diagrams of aqueous two-phase systems (ATPS) composed of triblock copolymer (F68) 8460 g-mol™,
sodium sulfate, lithium sulfate, zine sulfate, or ammonium sulfate were determined at (278.2, 288.2, and
208.2) K. The temperature effect on the biphasic area is very small, indicating a strong entropic contribution
associating to the phase separation. The ability of these four salts in inducing the formation of the ATPS

with F68 followed the order: sodium sulfate = zinc sulfate > ammonium sulfate = lithium sulfate.

Introduction

An aqueous two-phase system (ATPS) consists of a mixture
of two structurally different polymers (or polymer + salt) that
separate into two phases above a critical concentration and
temperature. The ATPS offers advantages of high capacity.’
lower excess interfacial properties,” and facile scale-up.* These
systems can be used for determination, purification, or separation
of chemical compounds such as phenol* natural dye” metal
ions,”” amino acids,® or biological structures™ ' such as viruses,
antibodies, or cells. The partitioning behavior of a chemical
compound depends on properties such as net charge, size, and
hydrophobicity. It can also be affected by including various salts
in the system and changing the pH.'! temperature,'* type of
polymer,"* or polymer molecular mass.'*

Many ATPS have been found utilizing hydrophilic or
hydrophobic polymers in aqueous solution. The most commonly
used system is formed by the macromolecule poly(ethylene
glyeol) (PEG, HO—(CH;—CHz—0),—H) and an inorganic salt.
However, the low hydrophobicity of ATPS formed by PEG +
salt mixtures hinders separation of insoluble water molecules.

An alternative, to use ATPS to purify or separate hydrophobic
compounds, is to exchange the PEG for a triblock copolymer.
This type of macromolecule builds self-organized structures
(micelles), which allow the application of ATPS to separate
solutes with a small affinity to a water microenvironment."
Another advantage is the possibility of obtaining a triblock
copolymer with different EO (ethylene oxide unit/PO (polypro-
pylene oxide unit) rates that may change hydrophobicity of the
ATPS. The equilibrium data for ATPS formed by triblock
copolymers of different EQO/PO ratios (andfor different average
molar mass) and inorganic salts'®™*" or Dextran + triblock
copolymer®' are very limited. This lack of data limits the
application of ATPS formed by auto-organized structures for
purifying hydrophobic compounds.

* To whom corrgspondence should be addressed. Tel.: + 5531-38993052.
Fax: + 5531-38993065. E-mail: luhen@ufv.br.

T Grupo de Quimica Verde Coloidal e Macromole cular, Departamento de
Quimica.

¥ Departamento de Tecnalogia de Alimentos.
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Table 1. Equilibrium Data for the F6% (wgg) + Sodinm Sulfate (ws)
+ Water (wy) System from (27515 to 298.15) K

overall top phase bottom phase

tie line
system length wra  we ww Wes Wz Ww WRs WS ww

T=12T8.2K
2003 1081 706 82.03 2043 377 T580 140 1034 8826
2782 1204 TeAE TO38 2588 257 TL55 001 1279 8720
3380 1583 794 T76.23 3166 201 6633 001 1386 8613
3598 1741 796 T4.63 3424 16l 6415 058 1431 8511
4111 1882 969 T1.49 37.62 140 6098 001 17.99 82.00

T=28821K
2365 1252 662 BOB6 2381 3010 TA00 123 10014 8863
2009 1519 688 T7.093 2004 243 6853 134 11.33 87233
3454 1758 751 T4.91 3304 197 6400 1.23 1A05 8572
3881 1803 845 7262 3702 LT0 6118 0.73 1520 8407
4233 2113 893 60.94 4003 145 57461 133 1642 8125

T= 282K
2467 1230 58] BLB0 2428 252 7320 051 Q11 9038
2653 1200 634 B0.76 2565 268 TLAT 015 10000 89.85
3194 1535 697 T7.68 3069 254 6677 001 11.41 BE35E
3742 1785 770 T4.45 3556 165 6279 015 1375 86.10
3989 1870 69 7261 3740 174 6086 0.01 1563 8436

e s = L R N

el s

In this work, aqueous two-phase systems composed of
triblock copolymer F68 ({PEC jgp— (PPO)w—(PEO g0) + sodium
salt + water were constructed, and their phase compositions
were observed. Equilibrium data at (278.2, 288.2, and 293.2)
K were determined for the systems consisting of F68 —+ sodium
sulfate + water, Fo8 + zinc sulfate + water, F68 + lithium
sulfate + water, and F&8 + ammonium sulfate + water. The
influences of the cation electrolyte and temperature on the
biphasic area were also investigated.

Experimental Section

Maierials. The following reagents were used: triblock
copolymer F68 (80 % EQ), (PECQ)g,—(PPO )5— (PEO)g (Sigma,
LSA), sodium sulfate, zinc sulfate, ammonium sulfate, and
lithium sulfate (Vetec, Brazil), all of analytical grade. Millipore
(USA) water was used in all experiments (R = 18.2 MEem™h.
The triblock copolymer and salts were used as received. The
copolymer was analyzed by gel permeation chromatography
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Table 2. Equilibrium Data for the F68 (wpiz) + Zine Sulfate (ws) +
Walter (wy) System from (278.2 to 298.2) K

Table 3. Equilibrivm Data for the Fo% (wra) + Ammoninm Sulfate
(ws) + Water (wy) System from (275.2 to 298.2) K

overall top phase bottom phass overall top phase bottom phase
tie line tie line
system length wgeg  wg Wy Wpss Wy Ww Wy Ws Wy system length Wess W Wy Wggg Wg Wy W Ws Wy
T=27T82K T=27T82K

2312 1109 B850 B040 2177 410 7413 040 1293 2667
2767 1206 B.86 TEIS 2546 293 Tlal 046 1479 B4.75
3044 1374 951 7675 2735 270 6995 0.3 1632 B35S
3304 166 939 T445 3102 206 6692 130 1672 31.98
37099 1662 1082 7256 3323 160 6517 001 2004 7995

T=2882K
1650 8352 814 8334 le.l8 500 7873 085 11.20 87.95
2555 1163 874 Toe3 2321 336 TA4d 004 1403 8632
2885 1391 860 TT40 27.04 264 T033 077 1456 34.66
3367 1524 943 7533 3043 218 6738 004 1668 8330
3803 17001 1037 7162 3308 167 6435 0.04 19.05 3178

T=12082K
16,68 031 702 8357 17.03 396 TO.01 1.58 10.28 28.14
22,66 1061 T.88 8151 2115 372 7513 007 1204 87.80
2874 1343 804 TESI 2684 289 T027 001 1319 3630
3332 1546 B49 TA.05 3092 227 e6.81 001 1470 3520
3602 1706 B98 T396 3410 L89 e4.01 001 1607 3392

e S b — s b —

o -

(GPC) (AKTA, purifier, 10, Pharmacia) using the following
conditions: toluene as mobile phase at a rate of 0.8 mL+min™",
injection temperature of 318.2 K, refraction index detector,
sample injection of 100 gxl. The standard polymer was
polystyrene. This methodology was used to obtain the average
molar mass (M) and polydispersity index (M,/My) of 8460
g+mol~! and 1.42, respectively, for the copolymers. GPC traces
of homopolymers or diblock copolymer were not observed.

Agueous Two-Phase Systems. Feed samples were prepared
by mixing appropriate amounts of stock solutions of F68,
sulfate salts (sodium, zinc, ammonium. or lithium). and water
on an analytical balance (Gehaka, AG200, Brazil), with a
given uncertainty £ 0.0001 g. Glass tubes were used to carry
out phase equilibrium determinations. Typically, 10 g of each
system was prepared. After sufficient mixing, the turbid
solution was placed in a temperature-controlled bath (Mic-
roquimica, MQBTC 99-20, with an uncertainly of & 0.1 K)
for 72 h at (278.2, 288.2, or 298.2) K. The equilibrium state
was characterized by the absence of turbidity in both top
and bottom phases. Aliquots of solutions in both phases were
carefully removed for analysis.

Onantitafive Analysis. The salt concentration (sodium sulfate,
zine sulfate, ammonium sulfate, lithium sulfate) was determined
by conductivity (Schott CG853, Germany) of the electrolyte in
the range of (1077 to 1077 % (wfw). The salt solutions showed
the same conductivity in water or in the diluted polymer solution
[(0.5 to 0.001) %]. The standard deviation of the salt mass
percent from this method was £+ 0.10 %. A refractometer
{Analytic Jena AG Abbe refractometer 09—2001, Germany ) was
used to measure Fo& quantity at 298.2 K. Since the refractive
index of the phase depends on the polymer and salt concentra-
tions, F68 content was obtained by subtracting the salt concen-
tration obtained by conductivity from the total solution com-
position (refractive index). The standard deviation of the F68
mass percent was on the order of 0.05 %. Analytical curves
were obtained for the salt and F68 measurements. The water
content was determined by difference of mass (mass, wt) of
each component (Wyon = Wigm — Ws — W), Where Wi =
100 % (wiw). All analytical measurements were performed in
triplicate.
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Table 4. Equilibrium Data for the Fo8 (wyg) + Lithium Sulfate
(ws) + Waler (wy) System from (2782 to 295.2) K
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Results and Discussion

The experimental equilibrium compositions for the systems
formed by F68 + salt (LisSO4 NapSOy (NHy)h50y, or
ZnS0y) + water were obtained as listed in Tables | to 4.
The compositions are given in mass percent [ (wiw)]. As
expected. the top phase is rich in copolymer and poor in salt,
while the bottom phase contained most of the salt and little
copolymer. All ATPS formed by various types of polymers
and salts present this behavior* However, the systems
formed by PEG or L35 + sodium nitrate®** present a high
concentration of a salt, (25 to 30) % (w/w). in the top phase.

The coexisting phases are close in composition. A mass
balance check was made between the initial mass composition
(global composition) of each compenent and the amounts of
each component in the bottom and top phases on the basis of
equilibrium composition.

The tie line length (TLL) is a thermodynamic parameter that
expressed the difference of intensive properties of each phase.
The tie line is determined by connecting each corresponding
set of total, top. and bottom phase compositions. The TLL can
be calculated by the equation



TLL = [(Wres —

where wggg and wg are the copolymer and salt compositions,
and the superscripts T and B designate the top and bottom
phases, respectively.

The TLL was calculated for all studied compositions ( Tables
1 to 4). We observe that an increase of overall composition
causes an increase of TLL. The ATPS formed by PEG6000*
or PEG15007* 4 sulfate salts and L35 + sulfate salts'” present
the same behavior as compared with the systems studied in the
present work.

The effects of temperature on the splitting phase ability were
investigated (Figures 1 to 4). All phase diagrams obtained show
a small dependence on the temperature change. An increase in
temperature causes a small expansion of the biphasic area,
indicating a strong enfropic contribution associated with the
phase segregation event. The small contribution of temperature
on the biphasic area is observed for the systems formed by
PEG6000.7 PEG1500.** L35, or F&8'7 + salt.

The slope of the tie line (STL) is a relevant parameter in
ATPS. This parameter can indicate a relationship between
overall composition and volume of phases. The STL can be
calculated by the equation

2 T 212
Wwres) T (ws — wE)’] (1

'I-|-'T — WB
STL = — o @)
'11.-'S — h-'s
where wrgg and wy are the triblock copolymer and salt composi-
tions, and the superscripts T and B designate the top and bottom
phases, respectively.
The STL was calculated for each system (Table 5). We

observe that an increase in temperature causes an increase in

A
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Figure 1. Temperature effects on the phase diagram for the F&8 + sodium
sulfate system: ¥, 2722 K; W, 298.2 K.

st

Figure . Temperature effects on the phase diagram for the Fa&8 + zinc
sulfate system: ¥, 2722 K; W, 298.2 K.
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Figure 3. Temperature effects on the phase diagram for the F&8 +
ammoninm sulfate system: ¥, 278.2 K; W, 298.2 K.
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Figure 4. Temperature effects on the phase diagram for the F&8 + lithium
sulfate system: 7, 278.2 K W, 298.2 K.

Table 5. STL Values for F6§ + Salt + Water Systems

T'K
SVElem 278.2 28R.2 298.2
F&8 + sodium sulfate + water
1 —2.90 —3.21 —3.61
2 —2.53 —3.11 —3.43
3 —2.67 —2.95 —3.46
4 —21.65 —2.70 —2.93
5 —2.27 —2.64 —2.69
F68 + zinc sulfate + water
1 —2.42 —2.51 —2.44
2 =211 —2.15 —2.53
3 —2.00 —2.20 —2.60
4 —2.03 —2.10 —2.49
5 — .80 —1.95 —241
F&8 + ammonium sulfate + water
1 —2.47 —2.30 —3.61
2 —2.45 —2.638 —3.74
3 —2.43 —2.54 —3.13
4 —2.36 -2 —2.55
5 —2.15 —2.37 —2.50
Fa& + lithivm sulfate + water
1 —3.35 —3.74 —3.45
2 —3.25 —3.66 —2.91
3 —3.15 —3.42 —2.74
4 —3.07 —3.52 —2.62
5 —3.80 —3.44 —2.45

STL. This dependence (T x STL) is observed in ATPS formed
by polymer and salt., for example, the systems formed by
PEG6000 or PEGIS00 + sulfate salts.™*° However. the
dependence (T = STL) is more pronounced for the systems
formed by triblock copolymer + salt, especially for the systems
formed by L35 (50 % of PPO units) + sulfate salts.'” This fact
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Figure 5 Cation effects on the phase diagram for the F&8 + salt + water
system at 2598.2 F: W lithivm sulfate; 0. ammonivm sulfate; W zinc sulfate;
W, sodium sulfate.

can be understood because the PPO (the triblock copolymer,
Fa&, has 20 % of PPO units in the structure) becomes more
hydrophabic with an increase in temperature.*™*® By increasing
temperature, water molecules are driven from the top phase to
the bottom phase. Thus, the F&68 concentration at the F68-rich
phase increases, while the salt-rich phase will become somewhat
more diluted.

The effects of electrolyle nature were also studied (Figure
5). The preference (a major biphasic area) of four salts in
inducing the phase separation in ATPS follows the order:
Na,50y = ZnS0, = (NH4),50, = Li,S0y. This order is the same
at all temperatures. The phase separation process was studied
by da Silva and Loh.*® They utilized calorimetric measurements
to identify the driving forces responsible by the phase separation
in ATPS. The enthalpic {Age,H = 0) contribution for phase
separation in ATPS is not relevant, and the driving force
responsible for phase separation has an entropic origin. A model,
based on calorimetric results, attributed the different behavior
of lithium and sodium sulfates in inducing ATPS formation to
the cation—polymer interactions. In this model, when the
macromoelecule [poly(ethylene glycol)] and salts (sulfate) are
mixed, the cations interact with the EQr groups of polymer,
releasing some water molecules, which were solvating the
polymer in a process that is driven by an increase in entropy.
This cation binding continues as more electrolyie is added, until
a saturation point, after which no more entropy gain may be
attained and phase splitting becomes more favorable. This model
can be expanded to understand the phase separation in triblock
copolymers and salts. The same order was observed for the
system formed by PEG&000,2* PEG1500.** or PEG 2000°° +
sulfate salts. However, the systems formed by L35 + sulfate
salts present the same biphasic region and are independent of
the electrolyte cation type. The difference in behavior among
PEG, F68 (80 % EO unit), and L35 {50 % EO unit) can be
understood based on different hydrophobicity because a de-
crease of EOQ groups in the triblock copolymer promotes an
increase of hydrophobicity of the entire polymer. Consequently,
phase separation with a lower salt concentration is more favored.

Conclusions

Equilibrium data for the systems formed by F68 + sodium
sulfate + water, F68 + zinc sulfate + water, F68 + lithium
sulfate + water, and F68 + ammonium sulfate + water were
determined at different temperatures from (278.2 to 298.2) K.
The temperature effect on the biphasic area was observed. but
the cation type has a major effect on the phase diagram of these
ATPS. The efficacy of the salts in inducing phase segregation
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follows the order sodium sulfate = zinc sulfate > ammonium
sulfate = lithium sulfate. In general, the different interactions
of the EO or PO groups with cations promote a different biphasic
area.
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