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RESUMO

A vanilina é um composto aromatico amplamente utilizado como flavorizante em
alimentos, bebidas e fragrancias. Além da caracteristica aromatica, possui também propriedades
antioxidante e antimicrobiana, com potencial aplicagdo como aditivo natural na indUstria de
alimentos. Devido ao alto custo e a baixa sustentabilidade do processo de extragdo de vanilina
a partir de fonte vegetal, faz-se necessario o estudo de técnicas de extracdo econémicas e
compativeis com o meio ambiente, como os Sistemas Aquosos Bifasicos, que oferecem
vantagens como seletividade e menor impacto ambiental. O presente estudo investigou o efeito
das seguintes variaveis do processo de extracao liquido-liquido por SAB: massa molar do PEG
(1500 e 6000 g/mol), composicao global do sistema (22% PEG e 7% sal, 25% PEG e 8,5% sal,
e 28% PEG e 10% sal), temperatura (25, 35 e 45 °C) e razdo entre as massas das fases (1:3; 1:1
e 3:1) sobre a particdo da vanilina. Para os sistemas compostos por PEG e sulfalto de sodio
avaliados, foram obtidos valores de k entre 1,17 +0,06 e 33,0 £ 0,02. A massa molar do PEG
teve efeito claro sobre a particdo da vanilina entre as fases dos sistemas avaliados, 0s maiores
coeficientes de particdo (k) foram registrados para os sistemas contendo PEG 1500. Em relagéo
a temperatura, ndo foi observada uma tendéncia consistente nos sistemas avaliados; entretanto,
0 maior k foi registrado a 35 °C no sistema contendo 25% de PEG 1500 e 8,5% de sulfato de
sodio. A composicdo global do sistema influenciou de forma distinta os sistemas estudados:
enquanto para PEG 1500 ndo houve uma relacdo clara com o coeficiente de particdo (k), para
PEG 6000 observou-se um aumento de k com 0 aumento da concentragdo dos componentes
formadores de fase. Por fim, a razdo entre as massas das fases teve influéncia no k, com o maior
sendo obtido no sistema com proporcao de massas 3:1. Mais estudos devem ser realizados para
melhorar a compreensdo sobre o mecanismo de parti¢do, bem como para estabelecer condicdes

Otimas para o particionamento dessa molécula de interesse.

Palavra-chave: Dados de equilibrio. Flavorizante. Polietilenoglicol. Sulfato de sodio. Extracédo

liquido-liquido.
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1 INTRODUCAO

A vanilina é um dos compostos aroméaticos mais apreciados e utilizados no mundo,
sendo encontrada em uma variedade de produtos que vao desde alimentos e bebidas até
perfumes e medicamentos (DAUGSCH e PASTORE, 2005). Seu aroma e sabor caracteristicos
a tornam um ingrediente essencial na industria alimenticia e de cosméticos. Na indUstria de
alimentos, a vanilina tem sido utilizada na confeitaria, na aromatizacéo de sorvetes, chocolates
e bebidas (TAN, 2022), como agente flavorizante, antioxidante e conservante-(BIANCHETI,
2022). Tradicionalmente, a vanilina é extraida de vagens de baunilha, um processo que é nao
apenas caro, mas também insustentavel para atender a demanda global crescente (SILVA et al.,
2023). Outra forma de obtencdo desse composto é por meio de reacdes de biotransformacao
microbiana (NOURI et al., 2019). Diante desse desafio, pesquisadores tém buscado métodos
alternativos de extracéo e purificacdo que sejam mais eficientes e sustentaveis.

Entre as diversas metodologias propostas para extracéo e purificacdo de compostos, 0s
Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs) tém emergido como uma solu¢do promissora. Os SABs
sdo formados pela mistura de dois componentes que se separam em duas fases aquosas distintas
quando em condic¢des adequadas (SOUSA, 2015). Estes sistemas sdo normalmente formados
em solugbes aquosas em concentracfes critiras pela combinacdo de polimero-polimero,
polimero-sal (LIMA, 2021), alcool-sal (CARDOSO, 2013) e etc. A escolha dos compostos
formadores de fases, suas concentragdes, pH e temperatura sao fatores cruciais que determinam
a eficiéncia do SAB na particdo de compostos de interesse, como a vanilina.

Entre as combinacGes de compostos formadores de fases mais estudadas esta o uso de
polietilenoglicol (PEG) e sais inorganicos, como o sulfato de sédio, fosfato de potassio e outros
(REIS e SANTOS, 2023). O PEG ¢é um polimero hidrofilico, ndo toxico e altamente solivel em
agua, o que o torna ideal como agente formador de fase (SOUSA, 2015). Os sais inorganicos,
por sua vez, ajudam a formar a outra fase, criando um ambiente de separacdo/particdo eficaz.
A escolha do PEG e do sal como componentes do SAB oferece varias vantagens significativas.
Primeiramente, ambos 0s componentes sdo relativamente baratos e facilmente disponiveis,
tornando o processo mais econdmico. Além disso, sdo biocompativeis e ambientalmente
amigaveis, o que é crucial para atender as demandas por processos industriais mais sustentaveis
(LIMA, 2021).

Ademais, 0s SABs apresentam diversas vantagens em relacdo aos metodos tradicionais
de extracéo e purificagéo. A possibilidade de ajuste das concentragdes de PEG e sal, bem como

de varidveis operacionais como pH e temperatura, permite a otimizacdo das condicbes de



extracdo para maximizar a eficiéncia e recuperacdo de composto de interesse (CUNHA, 2008).

Neste contexto, o presente estudo buscou explorar como diferentes varidveis do
processo de extragdo liquido-liquido por SAB influenciam na particdo de vanilina entre as fases
do sistema. Assim, avaliou-se os efeitos da massa molar do PEG, da composicdo global dos

sistemas, da temperatura e da raz&o entre as massas das fases sobre a particdo da vanilina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes varidveis do processo de
extracdo liquido-liquido por Sistama Aquoso Bifasico sobre a particdo de vanilina entre as fases

do sistema composto por polietilenoglicol (PEG) e sulfato de sddio.

2.2 Objetivos especificos

= Auvaliar o efeito da massa molar do PEG (1500 e 6000 g/mol) sobre a particao de
vanilina, na forma pura, nos SAB formados pelo polimero e sal (sulfato de sodio);

= Auvaliar a influéncia da composicdo global dos sistemas (22% PEG e 7% sal, 25%
PEG e 8,5% sal, e 28% PEG e 10% sal) sobre a particdo da vanilina nos sistemas estudados;
= Auvaliar o efeito da temperatura (25, 35 e 45 °C) sobre a particdo de vanilina nos
SAB estudados;

= Auvaliar o efeito da razdo entre as massas das fases superior-inferior (3:1, 1:1, e 1:3,

em massa) sobre a particdo de vanilina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sistema Aquoso Bifasico

O Sistema Aquoso Bifasico, conhecido em inglés como aqueous two-phase systems
(ATPS), é uma técnica eficiente para a extracdo liquido-liquido, especialmente adequada para
produtos biolégicos. Esses sistemas foram inicialmente propostos por Albertson em 1958. De
acordo com Albertsson (1960), a ideia de extracdo liquido-liquido em misturas
macromoleculares surgiu pela primeira vez em 1896, quando Beijerink observou que a mistura
de solucgdes aquosas de agar e gelatina resultava em uma mistura turva que se separava em duas
camadas liquidas distintas.

Apesar dessa observacdo inicial, foi somente em 1958 que Albertsson conduziu
experimentos especificos utilizando solu¢des aquosas de polietilenoglicol e dextrana em
processos de biosseparacdo. Esses experimentos estabeleceram a base para a utilizagdo dos
Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs) na separacéo e purificacdo de biomoléculas, demonstrando
sua eficacia e aplicabilidade em diversas areas da biotecnologia (SAINT’YVES, 2020).

Os Sistemas Aquosos Bifasicos sd8o um metodo de extragdo liquido-liquido
caracterizado pela alta eficiéncia na transferéncia de massa, devido ao fato de que as duas fases
do sistema sdo predominantemente aquosas (VELOSO, 2019). E, independentemente dos
diferentes componentes que podem formar um SAB, cada fase do sistema deve ser constituida
principalmente por um dos componentes formadores, tendo a &gua como componente
majoritario. As biomoléculas sdo direcionadas preferencialmente para uma dessas fases, e essa
separacdo ocorre em condicdes que normalmente ndo prejudicam as biomoléculas, devido a alta
concentracdo de agua em ambas as fases (VELOSO, 2019).

Normalmente, os SABs sdo constituidos por solu¢bes aquosas de compostos como
liquidos idnicos e alcoois (VELOSO, 2019), por dois polimeros hidréfilos ou por um polimero
com determinados sais (SARUBBO, 2000), como o polietineloglicol (PEG) (Figura 1) e o
sulfato de sddio, dentre outras combinacdes de componentes. Quando a concentracdo desses
compostos ultrapassa um determinado limite, as fases se separam espontaneamente (VELOSO,
2019). A escolha dos componentes depende das propriedades especificas da biomolécula alvo
e das condigdes experimentais. E esses sistemas apresentam uma série de parametros essenciais
que influenciam sua eficacia na separacdo de biomoléculas. Entre esses pardmetros estdo a

regido bifasica e o comprimento da linha de amarragéo.
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Figura 1 - Estrutura molecular do polietilenoglicol

Fonte: Santos (2018).

A regido bifasica (Figura 2) € a area do diagrama de fase em que ocorre a separacdo em
duas fases liquidas distintas. Isso acontece quando um sistema de duas fases imisciveis é
formado por uma mistura de dois polimeros estruturalmente distintos ou por uma mistura de
eletrolito e polimero (BRAGA, 2022) em concentragdes acima da concentragdo critica. Nesse
ponto, os dois componentes formadores de fase se incompatibilizam, resultando na formagéo
de duas fases liquidas imisciveis (ANTELO, 2007).

Figura 2 - Diagrama de fase de um SAB genérico
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Fonte: Cardoso (2013).

O comprimento da linha de amarracdo (CLA) é uma propriedade importante nos
Sistemas Aquosos Bifasicos que descreve a diferenca de composicdo entre duas fases em
equilibrio. Esta propriedade representa a distancia que une dois pontos de composicao
localizados na curva binodal, os quais representam a composicdo das fases em equilibrio. Esse
comprimento estd intimamente relacionado ao coeficiente de particdo de um composto
especifico, refletindo como esse material se distribui entre as duas fases do sistema (AGUIAR,
2016). O CLA é um parametro termodinamico amplamente utilizado como uma variavel nos

processos de particdo, desempenhando um papel determinante na separagdo de componentes
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em sistemas bifésicos (SANTQOS, 2012). Este parametro ¢ calculado conforme a Equagéo 1:

CLA = \/(C1;, — C1))? + (€2, — C2))? (1)

Sendo C1; e C1; as concentragfes do componente 1 nas fases superior e inferior, e C2; e C2;

as concentragdes do componente 2 nas fases superior e inferior, respectivamente.

O coeficiente de particdo é um pardmetro chave em Sistemas Aquosos Bifasicos, sendo
uma medida da distribuicdo de um soluto de interesse entre duas fases liquidas em equilibrio.
Este pardmetro é crucial para a compreensdo e otimizacdo dos processos de separacdo e
purificacdo em SAB (SOUSA, 2015). O coeficiente de particdo é definido como a razdo das
concentracdes do soluto entre as duas fases distintas de um sistema bifasico. Matematicamente,
é expresso pela Equacéo 2 (VELOSO, 2019):

k=24 )

Em que C, é a concentracdo do componente de interesse na fase superior e C; € a concentragdo
do componente na fase inferior (VELOSO, 2019).

3.2 Aplicaces de sistemas aquosos bifasicos para a particdo de biomoleculas

Os Sistemas Aquosos Bifasicos sdo amplamente reconhecidos como uma técnica
eficiente e versatil para a separacdo e purificacdo de biomoléculas como proteinas, enzimas,
corantes, compostos bioativos, dentre outros. A purificacdo de proteinas utilizando SAB é uma
das aplica¢6es mais comuns (VELOSO, 2019), uma vez que esses sistemas oferecem vantagens
significativas para a particdo de proteinas devido a predominancia de &gua em suas fases. Esse
alto teor de agua proporciona um ambiente suave e estavel, o que é crucial para manter a
integridade estrutural dessas moléculas e preservar sua atividade biolégica durante o processo
de separacdo (SILVA, 2014).

Os Sistemas Aquosos Bifasicos tém atraido crescente interesse devido ao seu potencial
na purificacdo de enzimas e de outros compostos de interesse na industria de alimentos. Esses
sistemas se destacam por sua eficiéncia, rapidez e baixo custo, oferecendo uma alternativa mais
econbmica em comparacdo aos métodos tradicionais de extracdo, que geralmente sdo
complexos e dispendiosos (MENEGOTTO et al., 2020).

Os SAB também sdo utilizados na purificacdo de compostos bioativos de interesse

alimenticio, como a vanilina. A vanilina, um composto aromatico com propriedades biologicas
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como acdo antioxidante e antimicrobiana (SILVA et al., 2023), pode ser eficientemente
separada das impurezas presentes em extratos naturais utilizando SAB, preservando suas
propriedades sensoriais (CARDOSO, 2013) e bioldgicas. Ebrahimi e Sadeshi (2018)
desenvolveram um SAB com alcool (1-propanol e 2-propanol) e aglcar (mono e dissacarideos)
e obtiveram uma extracao de vanilina satisfatoria. Além de aumentar a eficiéncia da extragdo,
este método é sustentavel e economicamente viavel. Assim, alinhando-se as demandas da

industria moderna por processos mais verdes e eficientes (BARRETO, 2018).

3.3 Vanilina: caracteristicas, aplicacdes e produc¢ao

A vanilina (CH3O(OH)CsH3CHO), ilustrada na Figura 3, € um aldeido aromético que
faz parte dos compostos fenolicos simples. Sua estrutura quimica contém trés grupos
funcionais: um aldeido, um éter e um grupo fenol (MAZHARA et al., 2023). A vanilina é
soluvel em agua e etanol a temperatura ambiente e apresenta-se como um po branco com
detalhes ligeiramente amarelos, com um odor forte e agradavel, sendo o principal componente

responsavel pelo aroma caracteristico da baunilha natural (PINHEIRO, 2021).

Figura 3 - Estrutura molecular da vanilina

O

e

OCHj

OH
Fonte: Cardoso (2013).

Na inddstria alimenticia, a vanilina € valorizada por seu sabor doce e aroma
reconfortante. Ela pode ser utilizada para realcar o sabor de uma ampla variedade de produtos,
desde sorvetes, bolos, chocolates e bebidas (COSTA, 2023). A versatilidade da vanilina como
agente flavorizante torna-a um ingrediente essencial em muitas receitas e produtos industriais
(TAN, 2022). Além de seu uso em alimentos, a vanilina também ¢ aplicada na industria de
fragrancias e cosméticos, bem como na produgéo de farmacos e produtos de limpeza (SILVA
et al., 2023).

A demanda global por vanilina tem aumentado devido ao seu uso extensivo em variaos
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segmentos industriais, e espera-se que continue a crescer (MORDOR INTELLIGENCE, 2022).
A producéo mundial de vanilina esta estimada em cerca de 20.000 toneladas por ano, com a
maior parte proveniente da sintese quimica (LIAQAT et al., 2023). O preco da vanilina varia
significativamente dependendo da fonte de obtengdo. O custo da vanilina natural, extraida das
vagens de baunilha, oscila entre US$ 1.200,00 e 4.000,00 por quilograma; valor elevado devido
ao processo intensivo e de baixa produtividade envolvido na sua producdo natural. Em
contrapartida, a vanilina sintética é mais acessivel, com prec¢os variando em torno de US$ 15,00
por quilograma (QIANQIAN et al., 2022).
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4 METODOLOGIA

4.1 Material

Para este experimento utilizou-se sulfato de sédio (Na:SQOs), polietilenoglicol 6000
g/mol (PEG 6000), polietilenoglicol 1500 g/mol (PEG 1500) e vanilina, todos reagentes de grau
PA. Os experimentos foram realizados com agua deidonizada.

4.2 Obtencéo do diagrama de fase

Para obter o diagrama de fase (curva binodal) de um sistema contendo PEG e Na;SOa,
primeiro foi utilizada uma solucao estoque de PEG 1500 a 50% m/m e uma solugéo estoque de
Na>SO0s a 30% m/m. Em seguida, foi pesado aproximadamente 1,0 g da solucdo estoque de
PEG 1500 em um tubo de ensaio. A solucéo foi titulada com a solucao estoque de Na SO, ate
gue a mistura se tornasse turva. Apds isso, foram adicionadas aliquotas de agua a mistura turva
até que ela se tornasse transparente novamente. Os volumes de solucéo estoque salina e de agua
adicionados foram registrados. Esse processo foi repetido até obter um nimero sufuciente de
pontos para a curva. A titulacdo turbidimétrica para obtencdo da curva foi repetida trés vezes
para as temperaturas de 25 °C, 35 °C e 45 °C, utilizando-se um banho termostéatico para manter
a temperatura de trabalho.

As concentragdes de PEG 1500 e Na>SOs nos pontos de turvacdo (que indicam
separacdo de fases) foram calculadas por meio de balan¢o de massa com base na densidade das
solucdes estoque e de agua, na massa inicial da solugdo de PEG 1500 contida no tubo e nas
massas da solucdo estoque de Na>SO. e agua adicionadas para obtencdo de condicdes de
turvacdo e transparéncia do sistema. O mesmo procedimento foi utilizado para obtencdo da
curva binodal nos sistemas compostos por PEG 6000 e Na;SOa. Posteriormente, as curvas
binodais obtidas experimentalmente foram correlacionadas utilizando o modelo matematico de
Merchuk (Equacdo 3) (Merchuk et al., 1998), empregando o software SAS University Edition
(USA)

[PEG] = A - exp(B[sal]®® - C[sal]?®) (3)

Onde [PEG] e [sal] representam as composicdes em fracdo massica do PEG e do sal,

respectivamente, e A, B e C sdo 0s parametros de ajuste do modelo.
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4.3 Linhas de amarracao

Para obter as linhas de amarragéo, foram preparadas solucées estoque de PEG 1500 a
50% m/m, PEG 6000 a 50% m/m e sulfato de sddio a 30% m/m. Os sistemas foram preparados
a partir das soluc6es estoque em tubos de vidro graduados, com massa total de 8 g e as seguintes
composicdes: 7% m/m de sal e 22% m/m de PEG para o ponto 1; 8,5% m/m de sal e 25% m/m
de PEG para o ponto 2 e 10% m/m de sal e 28% m/m de PEG para o ponto 3. Os tubos foram
tampados e agitados vigorosamente. Cada sistema (ponto) foi avaliado nas temperaturas de
25°C, 35°C e 45°C.

Os sistemas preparados foram mantidos em repouso por um periodo de 24 horas, em
BOD na temperatura de trabalho para alcancar o equilibrio e permitir a separagéo das fases.-Em
seguida, o volume de cada fase (inferior e superior) do sistema foi registrado e as fases foram
separadas com o auxilio de uma seringa com agulha longa. A agulha foi introduzida no tubo,
atravessando a interface com cuidado para minimizar perturbacgdes. A fase inferior foi aspirada
lentamente enquanto a agulha era movida para baixo para ndo aspirar a fase superior. A fase
inferior foi coletada até que a interface ficasse proxima da abertura da agulha. As fases
separadas foram pesadas em balanca digital e as massas foram registradas.

As linhas de amarracdo (LA) foram determinadas utilizando a regra da alavanca para
relacionar a composicdo das fases com a composicdo global do sistema. Para determinar as
composicOes das fases das linhas de amarracdo, foi utilizado um sistema de quatro equacdes
(EquacOes 4 a 7) e quatro incognitas ([PEG]syy, [PEG]ins, [sal]syy e [sal]inf), 0 qual foi

resolvido utilizando o comando solver do software Microsoft Excel ® (EUA):

[PEG]sup =A-exp(B [Sal]ghsp - C[Sal]gup) (4)
[PEG]ins = A~ exp(B[sal ?;lsf — C[sall},f) (5)
Minf _ [PEG]sup - [PEG]M (6)

msup [PEG]M - [PEG]inf

minf _ [Sal]M - [Sal]sup (7)

msup B [Sal]inf - [Sal]M

Em que os subrescritos sup, inf e M referem-se a fase superior, fase inferior e mistura,
respectivamente, m corresponde a massa das fases, e [PEG] e [sal] sdo as concentracdes de
PEG e de sal.
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O comprimento da linha de amarragdo (CLA) foi calculado conforme a Equagdo 1,

enquanto a inclinacdo da linha de amarragéo (/LA) foi obtida conforme a Equacéo 8:

A= AC1
= AC2 (8)

Onde AC1 e AC2 correspondem a diferenca de concentracdo de PEG (C1) e sal (C2) nas fases

superior e inferior respectivamente expressa em % m/m.

4.4 Preparo dos sistemas para particao

Para o preparo dos sistemas de particdo foram utilizados tubos de vidro com capacidade
de 10 mL. Sistemas de 8 g com as mesmas composicOes globais utilizadas para determinagéo
da linha de amarracao (item 4.3) foram preparados e adicionados de uma aliquota de 100 uL de
uma solucdo de vanilina a 0,3 mg/mL. Entéo, os sistemas foram agitados vigorosamente e
mantidos em repouso para alcancar o equilibrio nas temperaturas de 25 °C, 35 °C e 45 °C,
durante um periodo de 24 horas. Apoés coleta das fases com o auxilio de uma seringa com agulha
longa, a quantificacdo de vanilina em cada fase foi realizada em espectrofotometro a 280 nm
(CLAUDIO, 2010), em cubeta de quartzo. Agua deionizada foi utilizada para zerar o
equipamento e uma curva padrao preparada com solugdes aquosas de vanilina foi utilizada para
quantificacgéo.

Para avaliacdo da particdo vanilina, utilizou-se o coeficiente de particdo, calculado

conforme a Equacéo 2.

4.5 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata, e os dados obtidos foram apresentados
como média e desvio padrdo. Para o ajuste do modelo aos dados da curva binodal foram
avaliados o coeficiente de determinacdo ajustado (R?), o erro médio quadratico (RMSE) e a
andlise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de significancia. Os resultados de parti¢do foram
comparados por meio do teste de Tukey (p < 0,05). As analises estatistica foram realizadas no
software SAS University Edition (EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Curvas binodais

A anélise das curvas binodais dos Sistemas Aquosos Bifasicos é crucial para entender a
separagdo de fases e otimizar processos de particdo de biomoléculas. Nas Figuras 4 e 5 sdo
mostrados os efeitos da massa molar do PEG (1500 e 6000) e da temperatura (25 °C, 35 °C e
45 °C) sobre a formacdo da regido biféasica, respectivamente.

Figura 4 - Diagrama de fase de sistema composto por (A) PEG 1500 + NaSO4 + 4gua e (B)
PEG 6000 + Na>SO4 + 4gua a (o) 25 °C, (A) 35°Ce (o) 45 °C

A B
50 - 50 -
L
_ i © _ i m
€ 40 £ 40 o
£ £
— 30 o A — 30 o
S °o 8
n [a] o Om
20 - © [m] © 20 - Y}
2 oA 2 o
o O aO a (oY
X 10 - o AD X 10 A o Odg
° 8a 0%
0 T T T 1 0 T T T 1
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
% sulfato de s6dio (m/m) % sulfato de sédio (m/m)

Fonte: do autor (2024).

Observa-se que as curvas binodais para as temperaturas de 25 °C e 35 °C se aproximam
(Figura 4) nos sistemas com PEG 1500 e PEG 6000, o que sugere que para esses sistemas a
separacdo de fases ndo foi influenciada pela temperatura na faixa avaliada. Por outro lado, a
regido bifasica apresentou ligeiro aumento com o aumento da temperatura para 45 °C,
evidenciando que uma maior temperatura pode favorecer a separacao de fases nesses sistemas.
O resultado encontrado estéa de acordo com Mokarizadeh e Nemati-Kande (2022), que também
observaram um aumento da regido bifasica quando investigaram o aumento da temperatura em
sua pesquisa utilizando PEG 2000 e citrato de trilitio.

Em relacdo ao efeito da massa molar do polimero, os resultados obtidos indicam que
esse parametro ndo influenciou o tamanho da regido bifasica nos sistemas compostos por PEG
1500 + Na SO + agua e PEG 6000 + NaSO4 + agua nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C, como
apresentado na Figura 5. Santos (2018) encontrou resultados similares aos apresentados no

presente estudo ao avaliar sistemas compostos por polimeros (PEG 4000 ou PEG 6000) e sal
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(sulfato de aménio, sulfato de sodio ou sulfato de litio) a 25 °C, indicando que a massa molar
do polimero ndo influenciou o tamanho da regido bifasica. No entanto, Ferreira et al. (2009)
relataram um pequeno aumento na regido de separacéo de fases com o aumento da massa molar
do polimero em sistemas compostos por polietilenoglicol (PEG 1500, 4000 ou 6000) e sal
(potéssio fosfato monobésico ou fosfato de potéssio dibasico). Similarmente, Silva (2014)
verificou em todas as temperaturas estudadas (10 °C, 25 °C e 40 °C) que o aumento da massa
molar do PEG resultou em uma ampliacdo da &rea bifésica para os sistemas formados por
polimero (PEG 1500, 3350 ou 6000) e sal (fosfato de sddio monobésico anidro ou fosfato de

sodio dibasico anidro).

Figura 5 - Diagrama de fase de sistema composto por (o) PEG 1500 + Na,SO4 + &4gua e (A)
PEG 6000 + Na>SO4 + 4gua a (A) 25 °C, (B) 35°Ce (C) 45 °C
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Fonte: do autor (2024).

Na Tabela 1 séo apresentados os coeficientes do ajuste da Equacdo 3 aos dados das

curvas binodais para os SABs contendo PEG (1500 e 6000) e sulfato de sddio, juntamente com
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os respectivos valores do coeficiente de determinacdo (R?) e raiz do erro quadratico médio

(RMSE), nas diferentes condigdes de temperatura.

Tabela 1 - Parametros dos ajustes da Eq. 3 as curvas binodais dos sistemas aquosos contendo
PEG 1500/6000 + sulfato de sodio nas diferentes temperaturas (25°C, 35°C e 45°C)
Temperatura

A B C R? RMSE*
(°C)
PEG 1500 + sulfato de sodio + 4gua
25 282,03110 -1,017910 0,00043 0,9909 0,8017
35 266,55510 -0,98681 0,00053 0,9920 0,8017
45 475,09090 -1,34899 0,00017 0,9774 1,3088
PEG 6000 + sulfato de sodio + agua
25 301,04180 -1,03554 0,00049 0,9900 0,8990
35 285,01100 -0,99506 0,00046 0,9922 0,7907
45 586,88880 -1,41030 0,00011 0,9751 1,3585

* RMSE = root mean squared error = raiz do erro quadratico médio
Fonte: do autor, 2024.

O ajuste do modelo foi adequado (p < 0,05) (dado nao apresentado), com valores de R2
elevados (Rz > 0,9751 para todos os sitemas e temperaturas) e de RMSE baixos (RMSE <
1,3585), 0 que indica um ajuste preciso e confiavel do modelo aos dados experimentais.

Para qualquer SAB, pontos localizados na regido bifasica que compartilham a mesma
linha de amarracdo (LA) resultam em sistemas com fases com composic¢des idénticas. Isto é, as
fases superiores desses sistemas apresentam composi¢coes iguais entre si, assim como as fases
inferiores (SILVA, 2006). Nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentadas as composi¢des globais dos
sistemas estudados, bem como as composicdes das fases superior e inferior obtidas pelas Eq.
4-7, o comprimento da linha de amarracdo (CLA) e a inclinacdo da linha de amarracdo (ILA)

para cada sistema nas temperaturas estudadas.
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Tabela 2 - Dados de equilibrio para o sistema PEG 1500 + Na>SO4 + dgua a 25, 35 e 45 °C

Composicao global do

Composicao da fase

Composicao da fase

LA sistema ( %om/m) superior (% m/m) inferior (% m/m) CLA ILA
PEG SAL H.O PEG SAL H.O PEG SAL H-20
25 °C
1 22,00 7,00 71,00 31,77 4,44 63,79 4,50 11,58 83,92 28,20 -3,80
25,00 8,50 66,50 40,10 3,60 56,29 0,68 16,39 82,93 41,50 -3,10
3 28,00 10,00 62,00 47,30 3,00 49,62 0,09 20,05 79,86 50,20 -2,80
35°C
22,00 7,00 71,00 32,04 4,41 63,54 3,99 11,64 84,37 29,00 -3,90
25,00 8,50 66,50 35,43 4,04 60,53 0,09 19,16 80,76 38,40 -2,30
28,00 10,00 62,00 41,57 3,46 54,97 0,00 23,49 76,51 46,10 -2,10
45 °C
1 22,00 7,00 71,00 33,18 3,87 62,96 3,07 12,31 84,62 31,30 -3,60
2 25,00 8,50 66,50 37,12 3,55 59,33 0,50 18,50 80,99 39,60 -2,40
3 28,00 10,00 62,00 4495 3,04 52,00 0,18 21,42 78,40 48,40 -2,40

Legenda: LA = Linha de amarragdo, CLA = comprimento da linha de amarracdo, /LA = inclinac¢&o da linha de amarrag&o.
Fonte: do autor, 2024.
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Tabela 3 - Dados de equilibrio para o sistema PEG 6000 + NaxSO4 + dgua a 25, 35 e 45 °C

Composicao global do

Composicao da fase

Composicao da fase

LA sistema ( %m/m) superior (% m/m) inferior (% m/m) CLA ILA
PEG SAL H.O PEG SAL H.O PEG SAL H.O
25°C
1 22,00 7,00 71,00 32,71 4,42 62,87 4,82 11,14 84,04 28,70 -4,20
25,00 8,50 66,50 41,84 3,55 54,61 0,77 15,62 83,61 42,80 -3,40
3 28,00 10,00 62,00 47,76 3,11 49,13 0,07 19,74 80,19 50,50 -2,90
35°C
22,00 7,00 71,00 32,09 4,62 63,29 6,16 10,74 83,10 26,60 -4,20
25,00 8,50 66,50 42,00 3,62 54,39 1,07 15,37 83,56 42,60 -3,50
28,00 10,00 62,00 47,87 3,16 48,97 0,11 19,60 80,30 50,50 -2,90
45 °C
1 22,00 7,00 71,00 34,13 4,05 61,83 4,36 11,30 84,35 30,60 -4,10
2 25,00 8,50 66,50 41,88 3,49 54,63 1,51 15,47 83,02 42,10 -3,40
3 28,00 10,00 62,00 47,98 3,14 48,87 0,51 19,43 80,06 50,20 -2,90

Legenda: LA = Linha de amarragdo, CLA = comprimento da linha de amarracdo, ILA = inclinagdo da linha de amarrago.
Fonte: do autor, 2024.
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Os dados das Tabelas 2 e 3 fornecem informacdes sobre a distribuigdo dos componentes
formadores de fase nos Sistemas Aquosos Bifésicos constituidos por PEG 1500 ou PEG 6000
e sulfato de sédio. Como esperado, verificou-se que para todos os sistemas, a fase superior é
rica em PEG, enquanto a fase inferior é rica em sal. Esse comportamento é caracteristico dos
SABs compostos por polimero e sal, e pode ser explicado pelas propriedades de solubilidade
dos componentes. O PEG, sendo um polimero hidrofilico, tende a se concentrar na fase
superior, que € menos densa. Por outro lado, o sal, como um soluto inorgénico, prefere a fase
inferior, mais densa e com maior capacidade de solvatacio idnica (QUINTAO, 2018).

Os dados analisados (Tabelas 2 e 3) mostram que, com 0 aumento das concentragdes de
PEG e de sal no sistema, hd um aumento no comprimento da linha de amarracdo (CLA), assim
como na inclinagdo (ILA) da mesma, resultado de acordo com varias pesquisas encontradas na
literatura (OLIVEIRA, 2006; CARVALHO et al., 2008; PARMOON, 2019). Uma possivel
razdo para 0 aumento nos valores da ILA com o0 aumento da concentracdo dos componentes do
SAB ¢ a migracdo de &gua da fase superior para a fase inferior. Esse processo resulta em um
aumento da concentracao de PEG na fase superior e em uma diminuicdo da concentracédo de sal
na fase inferior (SILVA, 2014).
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5.2 Particao da vanilina em SAB

Na Figura 6 sdo apresentados os resultados do coeficiente de particdo de vanilina nos
Sistemas Aquosos Bifasicos estudados, o qual informa sobre a distribui¢do da vanilina entre as

fases superior e inferior.

Figura 6 - Coeficientes de particdo da vanilina em SAB composto por (A) PEG 1500 +
Na2SO4 + agua e (B) PEG 6000 + Na2SO4 + agua a 25 °C, 35 °C e 45 °C
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Legenda: LA = linha de amarracdo; LA 1 = SAB contendo 22% PEG + 7% sulfato de sédio;
LA 2 = SAB contendo 25% PEG + 8,5% sulfato de sddio; LA 3 = SAB contendo 28% PEG
+ 10% sulfato de sodio.

*Médias com a mesma letra mintscula na mesma temperatura de particdo ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias com mesma letra mailscula para
mesma LA ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Fonte: do autor (2024).
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O coeficiente de parti¢do da vanilina nos Sistemas Aquosos Bifasicos foi maior que 1,
indicando que a vanilina migrou preferencialmente para a fase superior rica em
polietilenoglicol. Esse comportamento pode ser atribuido & maior afinidade da vanilina pelo
PEG, em comparagdo com a fase inferior rica em sal. Nouri et al. (2023) encontraram resultados
semelhantes em sua pesquisa de particdo de vanilina em Sistema Aquoso Bifasico composto
por PEG 6000 e dextrana 15000 ou 35000. A afinidade entre a vanilina e o PEG ¢ influenciada
pelas interacOes especificas entre esses dois componentes, incluindo interacdes hidrofobicas
(Nouri et al., 2023).

Para o PEG 1500, a composi¢do global do sistema apresentou um efeito variavel sobre
o coeficiente de particdo, sem uma tendéncia claramente definida (Figura 6A), como também
observado no estudo de Nemati-Kande et al. (2023) ao particinarem salbutamol em SAB
composto por PEG 2000 e citrato de litio. Em contrapartida, para o sistema com PEG 6000, foi
verificado um aumento no coeficiente de particio com o aumento da concentracdo dos
componentes formadores de fase (Figura 6B), indicando uma relacéo direta entre 0s mesmos,
corroborando os achados relatados por Salabat et al. (2008) que investigaram a particdo de
aminoacidos em sistemas contendo PEG 6000 e sulfato de sodio.

Em relacdo ao efeito da temperatura sobre a particdo de vanilina em SAB com mesma
composicdo global (isto é, mesma concentracdo dos componentes formadores de fase), 0s
resultados obtidos demonstraram que a temperatura nao apresentou um efeito claro sobre o
coeficiente de particdo da vanilina nos Sistemas Aquosos Bifasicos compostos por PEG 1500
ou PEG 6000 e sulfato de sodio (Figura 6). Ou seja, 0s resultados presentes na Figura 6
indicaram um comportamento variado, sem uma tendéncia clara de aumento ou redugdo nos
valores de k com o aumento da temperatura para os sistemas avaliados, diferentemente do que
foi observado por Cardoso et al. (2013), que relataram uma tendéncia de diminui¢do no valor
de k com o aumento da temperatura em sistemas compostos por acetonitrila e dextrana para
particionar vanilina.

Para 0s SABs compostos por 25% de polimero e 8,5% de sal (LA = 2), assim como para
0s sistemas compostos por 28% de polimero e 10% de sal (LA = 3), também ndo foi possivel
identificar um efeito claro da massa molar do PEG sobre o coeficiente de particdo ao analisar
individualmente a particdo em SABs compostos com mesma composicdo global, em cada
temperatura avaliada. Verificou-se que a maior massa molar (PEG 6000) resultou em maior
coeficiente de particdo (p < 0,05) nos sistemas compostos por 25% de polimero e 8,5% de sal
com particdo a 25 e 45 °C, e por 28% de polimero e 10% de sal a 25 e 35 °C. Em contrapartida,

para sistemas compostos por 22% de polimero e 7% de sal em todas as temperaturas avaliadas,
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foram obtidos valores de coeficiente de particdo significativamente maiores (p < 0,05) para
sistemas com menor massa molar (PEG 1500).

No entanto, de forma geral, os valores de k observados para o PEG 1500 foram
superiores aos obtidos para o PEG 6000. Essa tendéncia é consistente com os resultados
relatados por Nemaki-Kande et al. (2023), que também observaram um aumento no coeficiente
de particdo com a reducdo da massa molar ao particinar salbutamol em SABs compostos por
PEG com diferentes massas molares (PEG 1000, 1500, 2000, 4000 e 6000) e citrato de litio.

Para os sistemas avaliados no presente estudo, o menor valor de coeficiente de particao
(1,17 £ 0,06) foi obtido para o sistemas composto por 28% PEG 1500 e 10% de sulfato de sddio
a 35 °C, indicando que a vanilina praticamente ndo apresentou afinidade por uma fase ou outra
desse sistema, na condicdo avaliada. J4 o maior valor de k foi observado no SAB composto por
25% de PEG 1500 e 8,5% de sulfato de sodio, a temperatura de 35 °C, para o qual obteve-se
um k de 33,0 + 0,02 (Figura 6 A). Esse sistema foi, portanto, utilizado para avaliacdo do efeito
da razdo entre as massas das fases sobre o coeficiente de particdo. Na Figura 7 sdo apresentados
0s resultados da particdo de vanilina em 3 sistemas pertencentes a mesma linha de amarragéo
que o sistema que resultou em maior particdo (LA = 2; 25% de PEG 1500 e 8,5% de sulfato de
sodio), ilustrando a influéncia da razéo entre as massas das fases sobre a particdo do composto

de interesse.

Figura 7 - Coeficientes de particdo de vanilina em sistemas aquosos compostos por PEG
1500 + Na2SO4 pertencentes a mesma linha de amarracéo e com diferentes proporcdes entre
a massa das fases, a 35 °C
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Razdo entre as massas m,/m;

*Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).
Fonte: do autor (2024).
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A proporcao entre a massa das fases ndo apresentou um efeito claro sobre a particao de
vanilina, ja que o aumento da proporgdo de fase superior (razdo entre as massas 3:1), assim
como o aumento da proporcdo de fase inferior (razdo 1:3), resultaram no aumento de k quando
comparados ao sistema com mesma razdo de massa entre as fases (1:1) (Figura 7). Ademais,
observou-se que o sistema com maior proporcdo de fase superior (razdo entre massas 3:1)
apresentou o maior coeficiente de particdo (k = 36,1 = 0,07) (Figura 7), o que pode ser
atribuido a maior quantidade de moléculas de PEG presentes na fase, 0 que por sua vez pode
ter favorecido a migracdo da vanilina para a fase superior, rica no polimero.

Além disso, os valores de k obtidos no presente estudo foram, em geral, superiores aos
reportados por Nouri et al. (2019), que investigaram a particdo de vanilina em SAB composto
por PEG 4000 e sulfato de sddio, obtendo valor de k igual a 19,3 £ 0,39.
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6 CONCLUSAO

Verificou-se, com este estudo, que a massa molar do PEG influenciou a particdo da
vanilina nos sistemas avaliados, com os maiores coeficientes de particdo observados nos
sistemas contendo PEG 1500. Quanto a temperatura, ndo foi possivel identificar uma tendéncia
consistente, embora 0 maior k tenha sido registrado a 35 °C no sistema com PEG 1500. A
composicao global do sistema apresentou efeitos distintos nos SABs estudados: para 0 PEG
1500, ndo houve uma relacdo clara entre a composicéo e o coeficiente de particdo, enquanto
para os sistemas com PEG 6000, o aumento da composicéo global resultou em um incremento
no valor de k. Além disso, a razdo entre as massas das fases ndo afetou o coeficiente de particdo
de forma clara, sendo que o maior valor de k foi observado no sistema com uma proporc¢éo de
massas de 3:1 (superior:inferior). Apesar desses resultados, sdo necessarios mais estudos para
melhorar a compreensdo do mecanismo de particdo da vanilina e determinar as condicgdes

Otimas para a particdo desse composto de interesse.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o Avaliar como a presenca de substancias como acUcares e/ou proteinas pode
afetar o coeficiente de particdo da vanilina nos SABs;

o Explorar a influéncia da concentracdo de vanilina adicionada aos sistemas sobre
0 coeficiente de particéo;

o Avaliar a utilizagdo de outros sais para particdo de vanilina em sistemas
compostos por PEG e sal.
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