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RESUMO

O 2,3-butanodiol (2,3-BDO) ¢ um composto versatil, utilizado na industria de alimentos,
quimica e farmacéutica. O interesse na producdo biotecnoldgica do 2,3-BDO ¢ crescente € o
Brasil tem uma posigao estratégica dentro desse contexto, pois possui biomassa em abundancia
gerada pela agroindustria. O processo dowstream do 2,3-BDO ¢ uma tarefa desafiadora devido
a complexidade do meio fermentado e as propriedades fisico-quimicas do 2,3-BDO. Com base
no exposto o objetivo desse trabalho foi propor um processo de extracio e purificagdo para o
2,3-BDO. Pela primeira vez estudou-se a viabilidade da extracdo do 2,3-BDO em sistema
aquoso bifasico (SAB) formado por PEG-sal e posterior purificacdo utilizando processos de
separacao por membranas. Para investigar o desempenho da extragdo do 2,3-BDO no SAB foi
analisado se o tipo de sal (citrato de sodio, sulfato de amonio e fosfato de potdssio), a massa
molar do PEG 4000 e 6000 Da e as concentracdes desses constituintes mudariam os valores do
coeficiente de particao (K) e da recuperagdo do 2,3-BDO (Y1%) no sistema. Os resultados
obtidos nesse estudo evidenciaram que a extragdo de moléculas no SAB ¢ um fendmeno
complexo. Varios fatores contribuiram para a extracdo do 2,3-BDO, entre eles o poder de
solvatacao do sal, a concentragcdo dos constituintes no sistema ¢ a menor massa molar do PEG
4000 que possivelmente interferiram na viscosidade das fases e consequentemente na
transferéncia de massa do 2,3-BDO no sistema. A melhor condi¢do para a extragao do 2,3-BDO
foi no SAB constituido por 36,22 % (m/m) de PEG 4000 e 4,47 % (m/m) de fosfato de potassio,
a recuperacao chegou a 94,2 % + 0,31 e coeficiente de particao foi expressivo 2,37 + 0,04. Para
a etapa seguinte, de purificagdo do 2,3-BDO extraido no SAB foram selecionadas trés
membranas, a NP010, UH004 ¢ BW30. A membrana NPO10 foi identificada como a mais
adequada para a etapa de separagdo pois apresentou alta rejei¢do ao PEG 4000, 87,0 %. A
membrana BW30, utilizada na etapa de concentracao do 2,3-BDO também apresentou um bom
desempenho, pois além de apresentar uma alta seletividade, exibiu fluxo permeado
praticamente constante ao longo do tempo. Por fim, com este estudo foi possivel concluir a
associa¢do do SAB com a tecnologia de separa¢do por membranas ¢ uma proposta promissora
de processo downstream do 2,3-BDO, uma vez que ambas operacdes unitarias apresentaram
resultados efetivos dentro das aplicagdes propostas por esse trabalho.

Palavras-chave: 23-butanodiol. Sistema aquoso bifasico. Coeficiente de parti¢do.
Nanofiltragdo. Osmose inversa. Seletividade.



ABSTRACT

The 2,3-Butanediol (2,3-BDO) is a versatile compound used in the food, chemical, and
pharmaceutical industry. The interest in the biotechnological production of 2,3-BDO is
growing. Brazil has a strategic position within this context, as it has abundant biomass generated
by agribusiness. The 2,3-BDO downstream process is a challenging task due to the complexity
of the fermented medium and some physicochemical properties of 2,3-BDO. The objective of
this work was to propose an extraction and purification process for 2,3-BDO. Thus an integrated
process comprising an aqueous two-phase system (ATPS) and membrane separation processes
has been studied for the first time. The feasibility of the extraction was investigated through the
partition coefficient (K) and recovery (YT %) of 2,3-BDO by varying some parameters of the
system, such as the phase-forming salts (sodium citrate, ammonium sulfate, and potassium
phosphate), the molar mass of the poly(ethylene) glycol (PEG 4000 and 6000Da) and the
concentrations of these constituents of the ATPS. The results showed that the extraction of
molecules in the ATPS is a complex phenomenon, and the solvation ability of the salt, the
concentration of constituents in the system, and the molar mass of PEG on the extraction of
2,3-BDO have effects on the extraction. The highest values of the 2,3-BDO extraction were
obtained in ATPS based on PEG 4000 36.22% (w / w) and potassium phosphate 4.47% (w / w),
for which the recovery reached 94,2% + 0.31, and partition coefficient was 2.37 + 0.04 (137%).
Three commercial membranes were selected, UH004, NP010 e BW30 for the purification step
of 2,3-BDO extracted in the ATPS. The NP010 membrane was identified as the most suitable
for the separation step because presenting high rejection to PEG 4000, 87.0%. The BW30
membrane exhibited a high selectivity, good permeate flow, which did not suffer a significant
reduction over time in the 2,3-BDO concentration step. In this study, it was possible to conclude
that an integrated process comprising of an aqueous two-phase system (ATPS) and membrane
separation processes proved efficient in 2.3-BDO downstream process.

Keywords: 2,3-butanediol. Aqueous two-phase system. Partition coefficient. Nanofiltration.
Reverse osmosis. Selectivity.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

EXTRACAO E PURIFICACAO DE 2,3-BUTANODIOL UTILIZANDO SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS E
PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

Por qué?

*  2.3-butanodiol é um precursor de inimeros compostos e produtos para industria de alimentos, quimica e
farmacéutica, tais como biopolimeros e aromas.

»  Dificuldades na extragao e purifica¢do de 2,3-BDO de meios complexos.

*  Nao existem estudos que associem a extra¢do do 2,3-butanodiol em SAB ¢ a concentragdo e purificagdo por
processos de separagdo por membranas.

Hipoteses

«  E possivel recuperar o 2,3-butanodiol com eficacia utilizando SAB constituido por PEG e sal?
* E possivel purificar e concentrar com eficiéncia o 2,3-butanidiol contido no SAB através dos processos de
separagdo por membranas?

O que esta sendo feito?

*  Estudos relacionados a extrag¢do liquido-liquido, entre eles o SAB formado por alcoois-sais e a extragdo por
solventes como o n-butanol.
*  Estudos de concentracdo e purificacdo por membranas de pervaporagao, eletrodialise, nanofiltragdo e osmose.

Meétodos experimentais

» Ensaios de extracdo por SAB em diferentes condi¢des para avaliar o efeito das varidveis de processo na
recuperacdo e purificagdo do 2,3-BDO de solugdes modelo.
*  Analise da rejei¢do do 2,3-BDO por diferentes membranas de NF e OI.

*  Experimentos de permeagdo da fase contendo melhor recuperagdo e concentragdo do 2,3-BDO.

Respostas

*  SAB constituido por PEG e sal é eficaz na recuperagao e parti¢do do 2,3-BDO.

*  Conhecimento sobre os fatores do SAB que contribuem para a recuperagao e parti¢cao do 2,3-BDO.

*  Processo de separagdo por membrana capaz de concentrar e purificar de forma eficiente o 2,3-BDO contido no
SAB.
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1 INTRODUCAO

0 2,3-butanodiol (2,3-BDO) pode ser sintetizado por via quimica, a partir de derivados
do petroleo, ou por via biotecnologica, na qual a biomassa ¢ a matéria prima. Atualmente, o
interesse em produzir o 2,3-BDO utilizando residuos da agroindistria e biomassa florestal ¢
crescente, pois este diol ¢ um precursor de inimeros compostos e produtos para indudstria de
alimentos, quimica e farmacéutica (YANG et al., 2015). Quantidades significativas de 2,3-BDO
podem ser obtidas de substratos alternativos como os residuos da agroindustria, entre eles o
melago gerado na etapa de cristalizagcdo da sacarose da cana de actcar, o hidrolisado de bagago
de magca, o hidrolisado de algas marinhas, o glicerol bruto, a biomassa lignoceluldsica derivada
de bagaco e palha da cana-de-agticar e o hidrolisado de fibra de milho (sabugo) (JI; HUANG;
OUYANG, 2011a; LIAKOU et al., 2018).

Um dos interesses comerciais do 2,3-BDO na industria de alimentos ¢ sua utilizagao
como aroma. Por meio de sua desidrogenacdo catalitica, se produz dois aromas com alto valor
agregado, a acetoina e o diacetil. O diacetil ¢ utilizado como ingrediente em formulacdes de
baunilha, caramelo, manteiga e café, ¢ também empregado em produtos de panificagdo, pudins
e produtos lacteos (TIAN et al., 2016; XIAO; LU, 2014). Outro segmento de destaque da
utilizag¢do do 2,3-BDO na industria de alimentos € sua conversdo em diésteres para sintese de
polimeros termoplasticos (JI; HUANG; OUYANG, 2011a; KOUTINAS et al., 2016). O
consumo de polimeros ao redor do mundo aumenta numa taxa anual de 5% e a industria de
alimentos ¢ uma das grandes consumidoras de embalagens plasticas. Com as pressoes
ambientais crescentes, o setor busca alternativas para substituir o 2,3-butanodiol obtido na
industria petroquimica por matérias primas de fontes renovaveis. Os biopolimeros sintetizados
a partir de biomassa da propria induastria de alimentos surgem como uma alternativa para
atender a demanda desse setor (DAHIYA et al., 2018; DUDEFOI et al., 2017; KARAN et al.,
2019; REDDY et al., 2013; ZHANG et al., 2017).

Pesquisas relacionadas a sintese de 2,3-BDO utilizando diferentes microrganismos
estdo avangadas. No entanto, a extragdo e purificagdo do bioproduto ainda sdo fatores que
limitam sua disponibilidade e producdo em larga escala. O caldo da fermentagao do 2,3-DBO
¢ uma mistura complexa de proteinas, sais, e outros nutrientes. Além disso, os bioprodutos de
interesse estdo em baixas concentragdes, e esses fatores dificultam as etapas de extragdo e
purificagdo (DA SILVA; DE LIMA; CONTIERO, 2015). Virias técnicas de processo

dowstream do 2,3-BDO foram estudadas nos ultimos anos, entre elas a destilacdo, as
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tecnologias por membranas como a pervaporacao, nanofiltracdo e a osmose inversa, € também
tecnologias de extragdo como extragdo por solvente, extracdo salting-out e sistema aquoso
bifasico (HONG et al., 2019). A destilagdo ainda ¢ o principal método de separacao empregado
na obtencao 2,3-BDO. No entanto, este ¢ um método com alta demanda energética, uma vez
que a temperatura normal de ebuli¢dao do 2,3 BDO ¢ elevada, 183 °C (BIRAJDAR et al., 2015).

A tecnologia de membranas ¢ um processo consolidado, amplamente difundido na
industria, incluindo a quimica e a alimenticia. Entre as vantagens dessa tecnologia esta a menor
demanda energética quando comparada aos processos que empregam calor como a destilagao.
As principais limitagdes do uso de membranas no fracionamento do 2,3-BDO estao associados
as perdas de desempenho do processo, e a complexidade do meio de fermentacdo, que possui
quantidades significativas de proteinas e polissacarideos que levam a rapida formacgao de
fouling nas membranas (SANCHEZ-RAMIREZ et al., 2019). Uma forma de minimizar a rapida
formacgao de fouling na purificagdo do 2,3-BDO ¢ combinar a tecnologia de membranas com
outras operacdes unitarias. O sistema aquoso bifasico (SAB), por exemplo, pode ser utilizado
para remover parte das impurezas presentes no caldo fermentativo e para recuperar a molécula
alvo.

A extracdo utilizando solventes organicos como o hexano e tolueno tem como
desvantagem a toxicidade e a inflamabilidade. Os sistemas aquosos bifasicos (SAB’s) sdo uma
alternativa para reduzir esse problema, uma vez que podem ser constituidos por componentes
ndo téxicos ou que representam riscos ambientais significativamente menores que outros
solventes organicos (LI et al., 2016; SANCHEZ-RAMIREZ et al., 2019; XIU; ZENG, 2008).
Outras vantagens do SAB sdo a simplicidade do processo e a flexibilidade de integragdo a outras
operacdes unitarias, além da economia, pois alguns de seus constituintes como os sais e alcoois
possuem baixo custo. O scale-up do SAB ainda € um desafio pois alguns fendmenos que regem
a particdo e recuperacao de moléculas nesse sistema ainda nao foram elucidados (PHONG et
al., 2018). Sdo poucos os trabalhos que utilizam essa tecnologia como etapa da purificagdo do
2,3-BDO, entre os SABs estudados, estdo os constituidos por alcool-sal e alcool-glicose (DAI;
LIU; XIU, 2015; DAI; ZHANG; XIU, 2011). Sistemas constituidos por polimero-sal ndo foram
analisados para extracao do 2,3-BDO.

Com base no exposto, a etapa de purificacdo do 2,3-BDO obtido por sintese
biotecnoldgica ¢ uma tarefa desafiadora devido a algumas de suas caracteristicas fisico-
quimicas e a complexidade do meio fermentado o que demanda diferentes operagdes unitarias

para obter um produto com alto grau de pureza. Nesse contexto, pensando em tecnologias
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menos onerosas € que nao empreguem altas temperaturas, a hipotese desta pesquisa consistiu
em avaliar se ¢ possivel extrair e purificar o 2,3-BDO com eficiéncia utilizando métodos
combinados baseados em sistemas aquosos bifasicos constituidos de polimero-sal e o processo
de separacdo com membranas. At¢ o momento ndo foram encontrados estudos sobre o

downstream do 2,3-BDO utilizando essas duas operagdes unitarias.

1.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar o sistema aquoso bifasico associado a tecnologia de separagdo por membranas

na extracao e purificagdo do 2,3-butanodiol.

12 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estudar a influéncia do tipo de sal formador de sistema aquoso bifasico e de sua
concentragdo sobre a parti¢ao e a recuperacao do 2,3-butanodiol.

o Estudar a influéncia da concentracdo do polietileno glicol (PEG) e de sua massa
molar sobre a particdo e a recuperacao do 2,3-butanodiol.

. Analisar a influéncia do tempo de agitagdo do SAB sobre o coeficiente de
parti¢do e a recuperagao.

. Analisar o desempenho das membranas UH004 ¢ NPO10 na separagao do 2,3-
BDO extraido no SAB.

. Analisar o desempenho da membrana de osmose inversa BW30 na concentracao

do 2,3-BDO extraido no SAB.

1.3 ESTRUTURA DO DOCUMENTO

Esse documento estd organizado na forma de capitulos. O Capitulo 2 apresenta a
revisdo bibliografica dos pontos relevantes ao tema e abordagem de estudos disponiveis na
literatura relevantes a esse trabalho. O Capitulo 3 descreve o processo de extragdo do 2,3-
butanodiol em SAB constituido por polietileno glicol (PEG) e diferentes sais. Foram estudados
os fatores do SAB que contribuiram para recuperacdo e parti¢do da molécula de interesse. O

Capitulo 4 aborda a separacdo e concentragdo do 2,3-BDO extraido no SAB por meio do
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processo de separacdo por membranas, para essa etapa foram estudadas membranas comerciais

de ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose inversa.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONCEITO E APLICACOES DO 2,3-BUTANODIOL

O 2,3-butanodiol (2,3-BDO) é um composto organico que ocorre naturalmente ¢ em
pequenas quantidades em tecidos vegetais. Pesquisas recentes tém evidenciado que esse
composto seria responsavel por aumentar a tolerdncia de plantas ao stress térmico e hidrico,
dois fatores que limitam seu crescimento (SHI et al., 2018). Entretanto, a forma que o 2,3-BDO
interfere no desenvolvimento da planta ainda ndo é compreendido (SHI et al., 2018). O
entendimento desses efeitos fisiologicos nos vegetais pode fazer do 2,3-BDO uma interessante
alternativa para conservacao de frutas e vegetais por meio no uso em biofilmes ou embalagens
para atmosfera modificada, por exemplo.

O 2,3-BDO utilizado na induastria pode ser obtido por sintese quimica ou
biotecnoldgica, € uma das principais vertentes da sua utilizagdo na industria de alimentos ¢ sua
conversao em diéster para sintese de polimeros termoplasticos (JI et al., 2011; KOUTINAS et.
al., 2016). Alguns dio6is tém sido parcialmente utilizados na producgdo de biopolimero. O 1,4-
butanodiol, por exemplo, ¢ comercializado como bio-BDO ¢ ¢ obtido de recurso natural
renovavel, o amido de milho (DA SILVA; DE LIMA; CONTIERO, 2015). Em 2015, uma das
grandes empresas do ramo da Engenharia Quimica, a Genomatica localizada em San Diego,
Califérnia fez parcerias para acelerar a producdo em larga escala de butanodiol a partir de
biomassa. O 1,4-BDO da Genomatica recebe o nome comercial de GENO BDO™. Em 2016,
a Novamont, lider na producao de biopolimero, inaugurou na Italia uma planta com capacidade
de produzir anualmente 30.000 toneladas do GENO BDO™ (Genomatica, 2017).

O 1,3-propanodiol ¢ outro componente de interesse para industria de embalagens e as
pesquisas tanto para sintese quanto para a purificacdo desse diol estio mais avangadas. A
DuPont Tate & Lyle Bio Products ja sintetiza biopolimeros utilizando 1,3-propanodiol obtido
de biomassa. Sua denominacao comercial ¢ Bio-PDO™, e a fabrica, em Loudon, Tenesse
(EUA) ¢ uma das primeiras a produzir 1,3-PDO em escala comercial utilizando fontes

renovaveis (DA SILVA; DE LIMA; CONTIERO, 2015)
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Em alimentos industrializados, o 2,3-BDO ¢ coproduto de processos fermentativos.
Nos vinhos, por exemplo, esse composto ¢ o segundo componente mais abundante,
contribuindo para as caracteristicas sensoriais da bebida, como viscosidade, aroma e sabor. Esse
diol é também um importante precursor de aromas, principalmente para a industria de laticinios.
Sua desidrogenacao catalitica produz dois aromas de alto valor agregado, a acetoina e o diacetil
(XIAO; LU, 2014; TIAN et al., 2016).

Em experimentos realizados in vitro, utilizando meios sintéticos com adi¢do de
diacetil, foi observado o efeito antimicrobiano desse componente sobre algumas bactérias
patogénicas. Concentracdoes de 50 ppm dificultaram o crescimento da Escherichia coli
O157:H7 e Salmonella typhimurium. Alguns estudos sugerem que o mecanismo de inibi¢do do
diacetil em bactérias gram-negativas baseia-se na reacdo entre esse composto e as proteinas
periplasmaticas que se ligam a arginina, interferindo assim no metabolismo desse aminoacido
que ¢ responsavel pela sintese de moléculas importantes (CORSETTI; PERPETUINI;
TOFALO, 2015; LANCIOTTI et al., 2003).

A férmula quimica do 2,3-BDO ¢ CsHi1002, trata-se de um dialcool, com duas
hidroxilas ligadas a cadeia carbdnica. Esse composto possui trés esterecoisdmeros diferentes:
2R-3R-BDO, 2S-3S-BDO ¢ a forma meso-2,3-BDO (Figura 1). As propriedades fisicas desses
isdmeros como densidade, solubilidade e temperatura de ebuli¢dao sdo semelhantes (HAZEENA

et al., 2019a; LIAKOU et al., 2018a).

Figura 1: Estereoisomeros do 2,3-butanodiol.

OH OH OH
HaC CH, 1sC CHs 1sC \/\ CH,
OH OH OH
meso-2 3-butanadiol (+)-2S,3S-butanaodiol (-)-2R ,3R-butanodiol

Fonte: Adaptado de Ji; Huang; Ouyang (2011).

A Tabela 1 exibe algumas propriedades fisicas e quimicas do 2,3-BDO utilizado neste

trabalho.
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Tabela 1: Dados sobre propriedades fisicas e quimicas do 2,3-BDO.

Massa molar 90,12 g/mol
pKa 14,9225 °C
Ponto de ebulicao 183 °C
Densidade 1,002 g/cm?.
Hidrossolubilidade Soluvel

Fonte: Sigma-Aldrich.

O grande interesse na producdo de 2,3-BDO est4 na sua versatilidade ndo so para a
indutstria de alimentos, mas também para a industria quimica e farmacéutica (Figura 2). Esse
composto pode ser utilizado como agente anticongelante (o isomero (+)-2S,3S-butanodiol tem
baixo ponto de fusdo -60 °C). Além disso, pode ser empregado como aditivo de combustivel
quando convertido em metil-etil-cetona (butanona). Outros processos de conversao resultam no
1,3-butadieno, usado na producao de borracha sintética. O 2,3-BDO também ¢ um precursor de
espuma de poliuretano que ¢ utilizada em produtos da industria farmacéutica e de cosméticos,

logcdes e antitranspirantes (MAINA et al., 2019b).

Figura 2: Esquema da sintese de compostos quimicos derivados do 2,3-butanodiol.

Metil-etil-

cetona
Desidratagdo
' 1,3-butadieno
< Acetoina
' Diacetil

2,3-butanodiol
diester

— J

Desidrogenagdo

( Biomassa Fermentacao 2,3-butanodiol
L ——— — —

Esterificagdo

Fonte: Adaptado de Girardi (2014).

Além da sua ampla aplicagdo, o potencial de sintese de 2,3-BDO por via
microbioldgica tem despertado a atengdo dos pesquisadores, uma vez que pode ser obtido de
diferentes fontes de carbono, pentoses (C5), hexoses (C6) e sacarose (KOUTINAS et al., 2016).

O BDO ¢ atualmente produzido por processos petroquimicos com um pre¢o de
mercado relativamente alto de US$ 1.600 por tonelada. A producdo de BDO via fermentagao

pode ser um processo alternativo com menos impactos ambientais (MAINA et al., 2019b). O
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Brasil tem posicao estratégica dentro desse contexto, pois possui biomassa em abundéancia
gerados pela agroinduistria, como o bagaco e a palha de cana de agucar, que representam 60 %
em peso da producao total anual de cana de agucar. Outros exemplos de biomassa vegetal sao
o sabugo e folhas de milho, as palhas de arroz e sorgo e a casca de aveia (CAMARGO, 2017).

Dentro deste cenario as biorrefinarias t€m um papel essencial, uma vez que por meio
de investimentos em pesquisa e desenvolvimento tem sido possivel integrar processos de
conversao de biomassa em biocombustiveis e insumos quimicos, ou seja, agregar valor as
cadeias produtivas e reduzir os impactos ambientais (CHATZIFRAGKOU et al., 2014;
KOUTINAS et al., 2014).

2.1.1 Producio fermentativa de 2,3-butanodiol

O butanodiol ¢ uma importante commodity produzida numa escala de 2,5 milhdes de
toneladas anuais para sintese de plasticos, poliéster e outros produtos ja citados. Para substituir
o BDO derivado de petréleo, um volume considerdvel de pesquisas utilizando organismos
geneticamente modificados estd em andamento (LEE; LEE, 2016).

A modificacdo genética de diferentes cepas bacterianas e leveduras tem permitido
produzir 2,3-BDO com boa produtividade, alguns exemplos estudados sdo a Klebsiella
oxycorre, Enterobacter aerogenes, Bacillus polymyxa e a Saccharomyces cerevisiae
(CELINSKA; GRAJEK, 2009; JI; HUANG; OUYANG, 2011b). A Tabela 2 apresenta uma
contextualizagdo dos estudos de producao fermentativa de 2,3-BDO, nos quais sao abordados
os biorreatores utilizados na fermentacdo, as cepas geneticamente modificadas, o meio de

fermentagdo utilizado e quantidade de 2,3-BDO produzido.
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Tabela 2: Estudos sobre sintese biotecnologica de 2,3-BDO utilizando diferentes meios de fermentacao e microrganismos para sua produgao.

Tipo de Fermentacao Microrganismo Meio de fermentacgdo 2C gg%grg/i(; ;;%%lg\(/g/ii(}ﬁ) Referéncia
Fermentacao em g .
batelada, aerébia E. aerogenes SUMI02 sintético (glicose) 38,24 0,80 Thapa et al. (2019)
Fermentacdo em Enterobacter cloacae  biomassa da produgdo 30.74 0.32 Hazeena et al.
batelada sp.SG1 de 6leo de palma ’ ’ (2019)
Fermentacao em B. amyloliquefaciens , Maina et al.,
batelada, aerdbia 18 025 agucar bruto (VHP) 127,30 1,04 (2019a)
~ . Paenibacillus g . .
Fermentagao aerdbia brasilensis PB4 sintético (glicose) 27,00 0,38 Dias et al. (2018)
Fermen;ate(;ra(lscl)j;ontlnua, Paenibacillus polymyxa palha de milho 18,80 1,13 Ma et al. (2018)
Fermentacao em Enterobacter ludwigii A .
batelada FMCC 204 maca e péra 50,00 0,41 Liakou et al. (2018)
Fermentacao em
batelada alimentada, S. cerevisiae BD4 Sintético (glicose) 96,20 0,39 Kim et al. (2013)
aerobia
Fermentacdo em E. aerogenes KCTC
batelada 2190, EMY-68 Melago de cana 28,88 2,89 Jung et al. (2013)
Fermentagdo e batelada Serratia marcescens Sacarose 139,92 3,49 Zhang et al., (2010)

H30

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
Notas:VHP - Very High Polarization
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Um dos desafios atuais da sintese biotecnoldgica do 2,3-BDO ¢ se obter bons
rendimentos utilizando microrganismos ndo patogénicos, o que tornaria o processo de
fermentagdo mais barato e menos complexo. Como ilustrado na Tabela 2, a maior parte dos
estudos na area envolvem cepas de microrganismos patogénicos como da Enterobacter.
Quando se compara as concentragdes maximas de 2,3-BDO obtidas com cepas patogénicas
(acima de 139,9 g/L), os valores sdo significativamente mais altos que aqueles utilizando as nao
patogénicas (ZHANG et al., 2010). O uso de cepas patogénicas dificulta o processo de
fermentagdo em escala industrial devido as rigidas normas de seguranga e aos crescentes custos
do processo (MA et al., 2018b; MAINA et al., 2019a; ZHANG et al., 2010).

A produgdo de 2,3-butanodiol com cepas ndo patogénicas deve ser melhorada para que
essas sejam potenciais produtoras de 2,3-BDO na fermentagdo em larga escala. Maina et al.
(2019a) estudou a espécie B. amyloliquefaciens, geralmente reconhecida como segura (GRAS),
e obteve concentracdo e produtividades de 2,3-BDO equiparaveis aos resultados obtidos com
cepas patogénicas 127,30 g/L. Concentragdes expressivas de 2,3-BDO também foram
alcangadas por Dias et al. (2018) ao trabalhar com Paenibacillus brasilensis e por Kim et al.
(2013) que desenvolveram uma linhagem de S. cerevisiae BD4 e aumentaram a concentracao
de 2,3-BDO na fermentagao.

O processo de fermentagdo para a produgao de 2,3-BDO gera um meio complexo com
sais, cé¢lulas microbianas, proteinas, polissacarideos, além de subprodutos da fermentagcdo como
etanol, acido butirico, acético e latico, o que torna a purificagdo em grande escala uma etapa
onerosa. Além do meio de fermentagdo complexo, a alta hidrofilicidade do 2,3-BDO, e seu
elevado ponto de ebuli¢do dificultam o processo de purificagdo e concentracao (downstream

process) (DA SILVA; DE LIMA; CONTIERO, 2015).

2.2 PROCESSOS DE EXTRACAO E PURIFICACAO DE BIOMOLECULAS

A conversao de biomassa para obten¢ao de insumos quimicos como o 2,3-BDO exige
uma série de operagdes unitarias, por isso o processo downstream, relacionado a separagdo e
purificacdo, tem um custo significativo na obten¢ao do produto. Vdrias técnicas de processo
dowstream do 2,3-BDO foram estudadas nos ultimos anos, entre elas a destilagcdo, as
tecnologias por membranas, pervaporacao, a nanofiltracdo e a osmose inversa, € também as
tecnologias de extragdo, entre elas a extragdo por solvente, extracdo salting-out e sistema

aquoso bifasico (HONG et al., 2019).
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A Tabela 3 mostra alguns estudos desenvolvidos nos ultimos anos para extragdo e
purificagdo do 2,3-BDO de meios fermentados. Detalhes sobre os estudos serdo apresentados
separadamente.

A destilagdo nao é um processo vantajoso na etapa dowstream do 2,3-BDO pois sua
temperatura de ebuli¢do ¢ maior que a da agua (183 °C), logo ha uma alta demanda energética
para remover o excesso de agua presente nos meios fermentados (BIRAJDAR et al., 2015).
Como alternativa, diferentes operagdes unitarias tém sido propostas para o downstream do 2,3-
BDO, entre os processos mais pesquisados esta a extragdo liquido-liquido. Quanto a tecnologia
de membranas, sdo poucos os estudos que utilizam esse processo para a separagdo ou
purificacio do 2,3-BDO, sendo as membranas comerciais € membranas comerciais
modificadas, as mais empregadas para esse fim. Davey et al., (2016) utilizaram membranas
comerciais de nanofiltragdo e osmose para purificar e concentrar o 2,3-BDO de um caldo
fermentado e observaram a rapida formagao de fouling, decorrente das caracteristicas da
alimentagcdo, como alta viscosidade e presen¢a de muitos solidos soliveis. Na Tabela 3,
observa-se que alguns estudos abordam a extracdo liquido-liquido convencional, que utiliza
solventes como n-butanol, mas a maior parte analisa a extragdo do 2,3-BDO por SAB
constituido por alcool-sais e em alguns casos por alcool-glicose. Nao foram encontrados
estudos que utilizam sistemas constituidos por PEG-sal na extracdo do 2,3-BDO. O SAB tem
sido relatado por diferentes autores como um processo eficiente na recuperagdo do 2,3-BDO de

meios fermentados (DAI; ZHANG; XIU, 2011; LI; TENG; XIU, 2010, 2011).
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Tabela 3: Estudos sobre downstream do 2,3 BDO produzido a partir de biomassa, utilizando diferentes operagdes unitarias como proposta para
sua extracdo, concentracdo e/ou purificacdo.

Fonte: Método de . . Concentracdo 2,3- ~ o A
extragio/purificacio Alimentagao BDO (g/L) Recuperacao (%) Referéncia
Membranas de nanofiltragdo e Caldo de fermentagao 3,34 94,6 Davey et al. (2016)

osmose inversa

Extragdo liquido-liquido
continua em contracorrente Caldo de fermentacao 3,5 %m/m 58 Birajdaret al. (2015)
(n-butanol)

Extragao Sugarmg:out (t-  Caldo d.e ferm§ntag:ao a 60.3 75.60 Dai; Liu; Xiu ( 2015)
butanol/glicose /agua) partir de glicose
Extracdo salting-out Caldo de fermentagao
(K2HPOu/etanol) da alcachofra de 65 97 Dai; Zhang; Xiu, (2011)
Jerusalém

Sistema aquoso blfasAlcF), Caldo d.e ferm§ntag:ao a 424 917 Li: Teng: Xiu, (2010)
etanol-sulfato de amonio partir de glicose
Pervaporag¢do membrana S 0 )

PDMS (ZSM-5) Meio sintético 5 %m/m 62,8 Shao; Kumar, (2009b)

Eletrodialise Caldo de fermentacao 20 70 Gong et al. (2004)

Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
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2.2.1 Sistemas aquosos bifasicos (SAB)

A extra¢do liquido-liquido ¢ uma operagdo unitaria na qual a forca motriz ¢ a
transferéncia de massa. Trata-se de uma operacdo em que um composto presente em uma fase
liquida ¢ transferido para um solvente de extragao, resultando em duas fases, uma enriquecida
(extrato) com o componente a ser separado e outra pobre (rafinado). Para obter uma extragao
eficiente, ¢ preciso avaliar uma série de fatores que influenciam esse processo. Na escolha do
solvente € importante considerar alguns aspectos como a seletividade, miscibilidade, densidade,
viscosidade, estabilidade térmica e quimica (TADINI et al., 2015).

Pesquisas sobre processo downstream do 2,3-BDO estdo utilizando as extragdes
liquido-liquido tradicionais (extragdo por solvente a quente ou a frio) e as ndo convencionais
(extracdo assistida por ultrassom e por micro-ondas). A extragao utilizando solventes organicos,
hexano e tolueno tem como desvantagem a toxicidade e a inflamabilidade. Os sistemas aquosos
bifasicos (SAB’s) sdo uma alternativa para reduzir esse problema, uma vez que podem ser
constituidos por componentes que representam riscos ambientais significativamente menores
que outros solventes organicos (LI et al., 2016; SANCHEZ-RAMIREZ et al., 2019; XIU;
ZENG, 2008).

Um sistema aquoso bifasico (SAB) ¢ uma extrag@o liquido-liquido, sendo formado
quando dois componentes hidrossoluveis sdo misturados acima de determinadas concentragdes
criticas, resultando em duas fases imisciveis em equilibrio termodinadmico. As fases possuem
propriedades intensivas diferentes como composi¢cdo, densidade e indice de refragdo
(SAMPAIO, 2016; SHIBATA; IWASHITA; SHIRAKI, 2019). O coeficiente de particdo da
molécula alvo no SAB depende das propriedades fisico-quimicas da molécula de interesse,
como a hidrofobicidade, a massa molar e a carga de superficie da molécula. As variaveis do
processo também interferem na parti¢do, e € importante considerar a escolha dos constituintes
do sistema e suas concentragdes, a razdo de volume do sistema (Vr), o pH e a temperatura
(PHONG et al., 2018; RUIZ-RUIZ et al., 2012).

A formagao dos sistemas aquosos bifasicos foi observada primeiramente por Martinus
Beijerinck em 1896. O autor observou que ao misturar solugdes aquosas de gelatina com agar
ou amido soluvel ocorria a separacdo espontanea e a formagao de duas fases liquidas. Porém,
apenas em meados de 1950 ¢ que o potencial tecnologico do SAB comecou a ser explorado; o
pesquisador Per-Ake Albertsson constatou que ao misturar polimeros, polietileno glicol (PEG)

e dextrana em meio aquoso também obtinha SAB capaz de purificar diferentes biomoléculas
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como as proteinas. Desde entdo, diversos constituintes vém sendo estudados pelo meio
cientifico para obter SABs mais seletivos e eficientes para separar diferentes produtos, por
exemplo, biomoléculas, ions metalicos, antibidticos e corantes naturais (CAI et al., 2019;
PHONG et al., 2018; SHUKLA; PANDEY; PANDEY, 2018).

Os SABs podem ser classificados em sete grupos distintos de acordo com os
constituintes que formam as fases do sistema. Essas combinagdes de constituintes conferem ao
SAB caracteristicas diferentes. A Tabela 4 apresenta alguns exemplos de tipos de SAB (LIMA;
SANTANA, 2017).

Tabela 4: Exemplos de constituintes de sistemas aquosos bifésicos.

Grupo Constituinte 1 Constituinte 2

Dextrana Dextrana
Polimero — Polimero Dextrana PEG

PEG PVA

PEG Fosfato
Polimero — Sal PPG Sulfato

PVA Fosfato
Solvente Organico — Sal Alcool. . Carbonato de sodio

Acetonitrila Fosfato

Imidazélios Fosfato
Liquidos ionicos — Sais Amonios Fosfato

Fosfonios Fosfato

Liquidos i6nicos — Aminoacidos Im?dazol?os Prol.lna )

Imidazolios Fenilalanina
Liquidos i6nicos — Polimeros Im%dazol%os .

Imidazolios PVP

Fonte: Adaptado de Lima; Santana, (2017)

Sistemas polimero-polimero, por exemplo PEG-dextrana, t€ém uma boa eficiéncia para
recuperagao e purificagdo de componentes. Entretanto, o custo de polimeros como a dextrana ¢
elevado, e sua utilizagdo em escala industrial s6 ¢ viavel quando o soluto de interesse tem uma
boa cota¢ao no mercado. Além disso, a alta viscosidade desses sistemas dificulta a transferéncia
de massa (BUARQUE et al., 2019).

Os SABs PEG-sais comegaram a ser estudados para minimizar problemas de custo dos
sistemas polimero-polimero. Além disso, esses sistemas tém outras vantagens, possuem baixa
viscosidade e rapida separag¢do de fases devido as diferencas consideraveis na densidade dos

constituintes. Uma das limita¢des dos SABs PEG-sais ¢ a desnaturagao de biomoléculas devido
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as altas concentragdes de sais (3 mol L) necessarias para formar o sistema (YANG et al.,
2019).

Sistemas solvente organico-sais foram bastante explorados nos ultimos anos para
extragcdo/purificagdo do 2,3-BDO. Algumas vantagens do sistema alcool/sais sdo a baixa
viscosidade, alta polaridade e facilidade de recuperar o solvente organico por evaporagao
(BUARQUE et al., 2019; HUANG et al., 2019). A falta de especificidade dos SABs ainda ¢
considerada uma desvantagem, pois mesmo sendo possivel manipular alguns pardmetros fisico-
quimicos do sistema para melhorar a extragdo do produto de interesse, etapas subsequentes para
purificacao sao necessarias. (PHONG et al., 2018)

Pensando em melhorar a especificidade, pesquisas mais recentes passaram a utilizar
os liquidos i6nicos (LIs) como um dos constituintes do sistema. A colina ¢ um exemplo de sal
de amonio quaternario usado na sintese de LIs e com grande aplicacdo em estudos que utilizam
0 SABs para recuperagao de biomoléculas. Entre as desvantagem de se trabalhar com liquidos
i0nicos, estdo os elevados custos para a sintese desses compostos; logo, o uso de sistemas
polimero-sal tornam-se economicamente mais vantajosos (RUIZ-RUIZ et al., 2012).

Sdo as interagdes intermoleculares entre os constituintes do sistema que governam a
formagdo das fases, interferindo em propriedades fisico-quimicas do SAB, por exemplo, na
relacdo de volume entre as fases. Estas interagdes estdo relacionadas a variacdao da energia de
Gibbs e podem ser representadas pelos diagramas de equilibrio de fases (GRILO; AIRES-
BARROS; AZEVEDO, 2016). Nos diagramas de equilibrio de fases é possivel prever as fases
em equilibrio, sendo a representacao grafica da composicao global dos constituintes do sistema
em temperatura e pressdo definidas. O diagrama da Figura 3 apresenta a ilustragdo de um

sistema polimero-sal.

Figura 3: Exemplo de diagrama de fase de um sistemas aquosos bifasicos, expresso em
coordenadas retangulares.
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No diagrama temos uma série de informacdes importantes para compreender o
processo de extracdo, a representagdo da composicdo global do sistema ¢ expressa em
porcentagem massa/massa (% m/m). As composicdes globais da regido monofésica e bifasica
sdo separadas pela linha binodal, uma curva de solubilidade limitante. Os métodos mais usuais
para sua obtengao sao a titulagdo turbidimétrica e a analise da composicao das fases. O ponto
critico, representado por (Pc) € o ponto da binodal no qual as propriedades fisico-quimicas das
duas fases como volume e as composi¢des sdo teoricamente iguais (ASENJO; ANDREWS,
2011).

As linhas pontilhadas sdo denominadas linhas de amarragdo. Elas descrevem a
composi¢cdo de duas fases em equilibrio, ligam dois conjuntos de pontos sobre a linha binodal.
As fases sdo regioes homogéneas quimica e fisicamente e qualquer conjunto de pontos sobre a
mesma linha de amarragdo forma um sistema no qual as fases de topo ou de fundo tém
propriedades intensivas iguais (concentracao e massa especifica), mas propriedades extensivas
diferentes (massa e¢ volume das fases) (ASENJO; ANDREWS, 2011; GRILO; AIRES-
BARROS; AZEVEDO, 2016).

Através do comprimento de uma linha de amarragdo (TLL), ¢ possivel medir as
diferencas das propriedades intensivas de duas fases em equilibrio. Quanto maior o
comprimento da linha de amarracdo, maiores serdo estas diferencas, logo a particdo de
moléculas serd favorecida para uma das fases do SAB (ASENJO; ANDREWS, 2011).

O célculo do comprimento da linha de amarragdo ¢ dado pela Equacao 1:

TLL (%) = J (Weoa = Win)" + Wep = Wip)? M

Sendo:
Ws.1 — Wi a diferenga da concentracao de polimero nas fases de topo e fundo

Ws,2 — Wiz a diferenga da concentracao de sal nas fases de topo e fundo

A inclinagdo das linhas de amarragdo (STL) mostra que a composi¢do das fases varia
com mudangas em propriedades extensivas do sistema, como temperatura e massa molar do

polimero. O seu célculo ¢ dado pela Equacgao 2:

Ws,l - Wi,l
Ws,z - Wi2

)’

STL =

2)
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O coeficiente de particdo (K) no SAB, ndo se limita a correlagdo com o comprimento
da linha de amarragdo (TLL). Varios outros fatores estdo relacionados a esse pardmetro
termodindmico. As caracteristicas fisico-quimicas da molécula alvo sdo um exemplo, a carga
de sua superficie, o tamanho, a conformagao (estruturas secundaria, terciaria), a hidrofobicidade
e o ponto isoelétrico contribuem para criar diferentes interacdes entre a molécula alvo e os
constituintes do sistema (FU et al., 2019). Os mecanismos que regem a particdo no SAB ainda
ndo foram totalmente esclarecidos, mas sabe-se que os diferentes tipos de interagdes como
forcas de Van der Waals, liga¢des de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e i6nicas contribuem
com este parametro termodinamico (GRILO; AIRES-BARROS; AZEVEDO, 2016).

O coeficiente de particao ¢ dado pela razdo entre a concentragdo da molécula alvo nas

fases de topo e de fundo do sistema, Equacdo 3 (LIMA; SANTANA, 2017):

K = i 3)
Cr

Sendo:

Cr a concentracdo na fase de topo

Cr a concentragdo na fase de fundo

As linhas de amarragdo descrevem a composi¢ao de duas fases em equilibrio. Sobre a
mesma linha de amarragdo, o SAB possui propriedades termodinamicas extensivas diferentes,
por exemplo, o volume das fases de topo e fundo, que interfere na particdo das moléculas. A

razdo de volume de um sistema (Vz) pode ser calculada por meio da Equagdo 4 (LIMA;

SANTANA, 2017):
VR = — (4)

Sendo que:
V't corresponde ao volume da fase de topo em L;

Vr corresponde ao volume na fase de fundo em L.

A recuperagdo do produto de interesse na fase de topo (Y7 %) ou na fase de fundo (Yr

%) ¢ calculada de acordo com a Equagdo 5 (LIMA; SANTANA, 2017):
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C XV
fase fase % 100
Ci X Vi (5)

Yfase (%) =
Sendo que:
Ciase corresponde a concentragdo do composto de interesse em g L™! na fase de topo ou
de fundo;
Cicorresponde a concentragio do composto de interesse em g L™! no extrato inicial;
Viase corresponde ao volume da fase de topo ou de fundo em L;

Vi corresponde ao volume de extrato adicionado L.
A concentragdo inicial de extrato no SAB pode ser expressa de acordo com a Equagao
(6):

Ci x Vi = (Cr xVp)+ (Cp X V) (6)

Rearranjando a equagdo (5) vemos a relagdo inversa que ha entre 0 Yr% e o K.

= Cr x Vr X 100
(Cr X Vr )+ (Cpr X Vg) (7)

Yr (%)
Sabendo que K = C;/Cr e que Vg = Vi /VE, temos que

100
1+ 1/(K xVg) (8)

Yr (%) =

A eficiéncia da extracdo (BM %) pode ser calculada por meio da Equagdo 9 (LIMA;
SANTANA, 2017):

Cr XVr+ Ce XV,
BM (%) = — CT_fo’ £ x 100 (9)
l l

Sendo que:
Crcorresponde a concentragdo do composto de interesse em g L' na fase de topo;
Crcorresponde a concentracdo do composto de interesse em g L™ na fase de fundo;

Cicorresponde a concentragdo do composto de interesse em g L™! no extrato;
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V't corresponde ao volume da fase de topo em L;
Vr corresponde ao volume da fase de fundo em L.

Vicorresponde ao volume de extrato adicionado em L;

As variaveis relativas ao SAB, como tipo e concentragdo dos constituintes, pH,
temperatura e massa molar do polimero tém sido o foco de varios estudos de extracdo, pois ¢
possivel manipulé-las e fazer um estudo estatistico de forma a se obter a melhor eficiéncia no

processo (PHONG et al., 2018).

2.2.2 Constituintes do SAB

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero sintético obtido da reacdo de polimerizagao
de o6xido de etileno. Este pode ser encontrado na forma liquida ou na forma so6lida, dependendo
da sua massa molar. O PEG tem uma ampla aplicacdo na industria de alimentos, quimica e
biomédica. Entre os fatores que o torna versatil, estd sua estabilidade no ambiente, pressdo de
vapor desprezivel e ndo libera compostos organicos volateis (VOC’s), sendo os riscos
ambientais significativamente menores que de outros solventes organicos. Além disso, possui
boa estabilidade em meio bésico e acido, € soluvel em solventes polares e apolares e insoltvel
em solventes alifaticos e CO: supercritico (VAFAEEZADEH; HASHEMI, 2015).

A utilizacao de PEG em sistemas aquosos bifasicos para extracdo ou purificagdo de
diferentes compostos, biomoléculas e ions metalicos, ¢ um entre os varios empregos deste
polimero. Na literatura os trabalhos que utilizaram sistemas PEG-sal evidenciam que este
polimero contribui de diferentes formas para a particdo do produto de interesse. O efeito da
massa molar do PEG na parti¢cdo do produto de interesse pode ser atribuido a redugido do volume
de solvente disponivel no meio e consequentemente diminuicdo da solubilidade do produto
nessa fase. O efeito de volume de exclusdo do PEG depende da massa molar do produto sendo
este relatado em estudos com proteinas. Ainda, o aumento da concentragdo de PEG afeta a
viscosidade da fase o que pode influenciar a particdo do produto (ASENJO; ANDREWS, 2011;
GHAFFARI et al., 2019).

Os sais inorganicos em meio aquoso sofrem a dissociagdo i0nica. Essa solvatag¢ao tem
efeito sobre as propriedades da solucdo, alterando sua viscosidade, estabilidade térmica e

energias em termos de temperaturas e pressoes necessarias para transi¢ao de fase.
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A adig¢do de sais no SAB favorece interagdes hidrofobicas devido a diferenca de
potencial elétrico criado entre as fases. Diferentes ions possuem diferentes afinidades pelas
fases do SAB o que interfere de forma distinta na parti¢do do produto. De maneira geral, anions
com maior valéncia t€ém maior capacidade de hidratar as moléculas de agua. O aumento da
hidrofobicidade esta relacionado a diminui¢do da quantidade de agua ligada. Logo, como a
quantidade de 4gua necessaria para dissolver os sais no sistema ¢ alta, os solutos a serem
particionados sdo apenas parcialmente hidratados e tendem a ficar na fase polimérica
(ASENJO; ANDREWS, 2011; GAI; WAN; CAO, 2019; GHAFFARI et al., 2019).

O pH pode interferir na forca idnica do meio uma vez que a constante de equilibrio de
dissociacdo pode ser deslocada para a formagdo de ions, afetando a particdo da molécula nas
fases do SAB (TRINDADE et al., 2006). Neste trabalho foram utilizados trés sais com

diferentes poderes de solvatagdo para avaliar o efeito da densidade de carga na partigdo.

2.2.3 Processos de separacdao por membranas

As membranas sintéticas sdo barreiras seletivas empregadas ha algumas décadas nas
etapas de separagdo, concentracdo e purificacdo de produtos na industria biotecnologica,
farmacéutica, quimica e de alimentos. Entre as vantagens das técnicas que utilizam membranas,
estdo a maior seletividade e menor custo energético quando se compara aos processos térmicos
(MULDER, 1996).

Uma das formas de classificagcdo das membranas ¢ quanto a sua morfologia, sendo
dividida em dois grandes grupos, densas ou porosas. Membranas densas nao possuem poros em
sua estrutura, portanto a seletividade ocorre pela afinidade entre os componentes presentes na
alimentacdo e¢ o material da membrana, desse modo o mecanismo de transporte ocorre
primeiramente pela sor¢do da molécula na superficie da membrana, seguido de difusdo e
posterior dessor¢do para a corrente de permeado. Nas membranas porosas, a convecgdo € o
principal mecanismo de transporte, a separagao ocorre pela relagdo entre o tamanho de poro da
membrana e o tamanho das moléculas da corrente de alimentagdo (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006; MULDER, 1996).

Caracteristicas da membrana como porosidade, tamanho de poros e a permeabilidade
sdo parametros importantes na escolha de uma membrana para uma determinada aplicac¢do de
separagdo (MULDER, 1996). Para atender os diferentes objetivos da industria, foram

desenvolvidas membranas com diferentes caracteristicas. Os processos que envolvem a
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filtracdo de liquidos por exemplo, usualmente empregam a microfiltracdo (MF), a ultrafiltracao
(UF), a nanofiltracao (NF) ou a osmose inversa (OI), esses processos t€ém como forca motriz a
diferencga de pressdo através da membrana (PORTER, 1990).

A separacao nas membranas de UF se da pela exclusdo por tamanho, ou seja, ¢ definida
pelo tamanho do poro da membrana e o tamanho das particulas da solugdo, essa relagdo ¢
denominada de massa molar de corte (MMC) e ¢ expressa em Dalton (Da). Nessas membranas
o mecanismo de transferéncia de massa que prevalece ¢ a conveccdo (MULDER, 1996).
Diferentes polimeros podem ser empregados na sintese das membranas de UF; o fluoreto de
polivinilideno (PVDF) ¢ um exemplo, ele confere a membrana uma caracteristica hidrofébica
e boa resisténcia a pH mais bésicos. Por outro lado, a polietersulfona d4 a membrana uma
caracteristica hidrofilica e resisténcia a temperaturas acima de 125 °C (KUCERA, 2010). A
ultrafiltragdo pode ser utilizada na industria de alimentos para a recuperagdo e concentragao das
proteinas do soro do leite, clarificacdo de sucos de frutas e pasteurizagdo a frio. Outras
aplicagdes desse processo incluem o tratamento de 4guas residuais e utilizacdo como pré-
tratamento do processo de osmose inversa para redugdo e concentracao de sélidos suspensos e
moléculas organicas com grande massa molar (KUCERA, 2010; MULDER, 1996).

As membranas de nanofiltracdo possuem poros menores que as membranas de
ultrafiltracdo. A separacdo na nanofiltracdo envolve diferentes fendmenos, nesse processo a
rejei¢do ¢ baseada no tamanho, carga da particula e carga da membrana. Numa membrana NF
que tem grupos carregados negativamente ligados ao polimero, sais como o sulfato, que
também possui carga negativa, t€m uma rejeicao maior que sais de calcio que possuem raio
hidratado maior e carga positiva. Esse fendmeno de interacdo entre membrana e soluto em
funcdo das cargas e polaridade da particula ¢ denominado efeito de exclusdo de Donnan
(BAKER, 2007; KUCERA, 2010). Entre as diferentes aplicacdes da NF estdo o tratamento de
aguas residuais, recuperacao de produtos de menor peso molecular nas industrias farmacéutica,
téxtil e de alimentos. Como pré-tratamento da osmose inversa, a NF normalmente ¢ usada para
remocao da cor e reducdo da dureza da dgua (NATH; DAVE; PATEL, 2018).

Nas membranas de osmose inversa, que sdo densas, o mecanismo de transferéncia de
massa que prevalece ¢ o solubilizagdo e difusdo (lei de Fick), ou seja, ocorre a sor¢dao da
molécula na superficie da membrana, seguido de difusdo e posterior dessor¢do para a corrente
de permeado. No geral, a seletividade das membranas de OI sofre interferéncia de alguns fatores
como a carga do sal, ions multivalentes s3o mais retidos do que os monovalentes. A rejei¢ao de

solutos neutros geralmente aumenta com a massa molar ou didmetro do soluto (KUCERA,
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2010). Uma das aplicagdes mais conhecidas da osmose inversa € a dessaliniza¢ao da dgua do
mar. Atualmente, os sistemas de OI podem ser encontrados em uma ampla variedade de
instalacdes: hospitais, refinarias, usinas de energia, industrias de papel e celulose. A OI ¢
bastante empregada como uma etapa de concentragdo, particularmente em industrias de
alimentos e industria de laticinios (WENTEN; KHOIRUDDIN, 2016).

De um modo geral, os processos de separacdo por membranas, restringem total ou
parcialmente o transporte de uma ou varias espécies quimicas presentes na alimentagdo. A fase
que atravessa a membrana ¢ conhecida como permeado e a fase que permanece na alimentagao,
que contém os solutos (ou sélidos suspensos) se chama concentrado ou retido. O desempenho
ou eficiéncia da membrana pode ser determinado por meio do fluxo e da seletividade. O fluxo
de permeado (J) ¢ definido como o volume de solucdo (¥p) que atravessa a membrana por

unidade de 4rea (4) e por unidade de tempo (¢) (L m2 h') Equagdo 10 (MULDER, 1996).

J= (10)

Rops = -F (11)

Sendo, Cp a concentracdo do soluto no permeado e Cv a concentragdo do soluto na

alimentagao.

Os processos de separagdo por membrana podem ser classificados de acordo com o
perfil de escoamento da alimenta¢do que pode ser perpendicular (dead-end) ou tangencial
(cross-flow). A filtragdo dead-end ¢ um processo em batelada em que a solucdo escoa
perpendicularmente a superficie da membrana levando a um acumulo mais rapido de material
retido sobre sua superficie, favorecendo assim a formacao da camada polarizada e fouling. Na
filtracdo cross-flow, a alimentacdo escoa tangencialmente a superficie da membrana, o soluto
que tende a se depositar na superficie ¢ arrastado devido a tensdo cisalhante formada na
superficie, fator que retarda a formagao da polarizagdo por concentragao e fouling (HABERT;

BORGES; NOBREGA, 2006; BAKER, 2012).
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Figura 4: Esquema ilustrativo da filtracdo tipo cross-flow (a) e dead-end (b).

Permeado Permeado
Filtracdo cross-flow Filtracdo dead-end
(a) (b)

Fonte: Adaptado de Tsibranska; Tylkowski (2013)

O declinio no fluxo de permeado durante a filtragdo ¢ resultado de diferentes
fendmenos que criam resisténcias adicionais ao sistema e dificultam a permeacdao dos
compostos presentes na corrente de alimentagdo, sdo eles a polarizagdo por concentragdo, a
formag¢do da camada gel e a incrustagdo (fouling) (MULDER, 1996). A polarizagdo por
concentragdo ocorre devido ao acumulo de soluto na superficie da membrana,
consequentemente ha uma redugao no fluxo de permeado. A formacao da camada gel ocorre
quando a concentragdo de solutos na superficie da membrana excede seu limite de solubilidade
no solvente, levando a precipitacdo de macromoléculas e a formag¢do de uma resisténcia
adicional ao fluxo de permeado. O fouling ¢ um fendmeno irreversivel e ocorre devido as
interacdes fisicas e quimicas entre a alimentagdo ¢ a membrana. Os diferentes tipos de
incrustagdo irreversivel sdo os depoésitos inorganicos (scaling), a adsor¢do de moléculas
organicas na superficie ou interior dos poros da membrana, a deposi¢do de particulas (coloidal)
e o crescimento microbiano (biofouling) (BAKER, 2012).

Apesar de ser um processo consolidado, sdo poucos os estudos que utilizam os
processos de separagdo por membranas na purificagdo do 2,3-BDO obtido por sintese
biotecnoldgica. Recentemente, Davey et al. (2016) estudaram o uso de membranas comerciais
de nanofiltracdo (NF270 e NF 90) e osmose inversa (BW30) para recuperacio do 2,3-BDO.
Boa rejeicao foi obtida (NF 90 80,8 % e BW30 96%). Os autores concluiram que a NF e a Ol
podem substituir parcialmente o processo de destilagdo de compostos organicos de baixa
volatilidade, proporcionando um menor consumo de energia. Porém, concentracdes de 2,3-

BDO acima de 20 g L! inviabilizam o uso dessas membranas em decorréncia das baixas
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permeabilidades, além disso, os autores observaram rdpida formacdo de fouling devido a
viscosidade elevada do caldo de fermentacdo e a presenga de solidos soliveis resultaram em
baixo fluxo de permeado, logo seria interessante utilizar previamente outra operagdo unitaria
para remover do caldo fermentativo macromoléculas e outras impurezas.

Gong et al. (2004) utilizaram membranas de eletrodialise para remogao de sais do meio
fermentado contendo 1,3-propanodiol. Houve réapida formacdo de fouling devido a
complexidade do meio fermentado, que contém proteinas e polissacarideos em quantidades
significativas. Logo, os processos de eletrodialise sdo mais adequados para serem aplicados nas
etapas finais de purificacao (polishing steps) do composto de interesse.

Shao & Kumar (2009a) avaliaram a técnica de pervaporagdo para a recuperagao do
2,3-BDO. Membranas de polidimetilsiloxano (PDMS) foram modificadas com particulas de
zeolita ZSM-5 (80 %m/m). Foi observado um incremento de 19,4 % na recuperagdo do 2,3-
BDO em comparacdo com a membrana de PDMS sem a modificagdo. Os mesmos
pesquisadores propuseram um método integrado de separagdo baseado na extragdo por solvente
e pervaporacao para recuperar o 2,3-BDO de uma mistura composta por agua, 2,3-BDO e 1-
butanol (SHAO; KUMAR, 2009b). Para a etapa de extracao utilizou-se 1-butanol, na sequéncia
foi realizada a desidratacao da fase organica com membrana de quitosana/PVDEF. O 2,3-BDO
da fase orgénica desidratada foi posteriormente enriquecido utilizando uma membrana de
polidimetilsiloxano (PDMS) que se mostrou eficaz na recuperacao do 2,3-BDO na corrente do
retido com pureza maior que 98 %. No que se refere ao uso de membranas no dowstream do
2,3-BDO, ¢ necessario estudos que proponham formas de minimizar problemas observados
como o inchamento da membrana (membrane swelling) e a redu¢do do seu desempenho ao
longo do tempo devido a complexidade do caldo de fermentagio (SANCHEZ-RAMIREZ et
al., 2019).

2.3 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento da produgao biotecnologica de 2,3-BDO deve ser combinado com
um processo de extracao e purificacao eficaz e competitivo, pois sua aplica¢ao na industria de
alimentos e de biopolimeros exige alta pureza o que torna a etapa downstream um desafio
devido a complexidade do meio fermentado e as propriedades fisico-quimicas do 2,3-BDO.

Com base no exposto, a separacdao do 2,3-BDO ¢ uma tarefa desafiadora que requer

diferentes operacdes unitarias para obter um produto com alto grau de pureza. Até o momento
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ndo foram encontrados estudos sobre a extracdo por SAB combinada aos processos de
separac¢do por membranas na etapa downstream do 2,3-BDO. E fundamental a compreensao e
elucidagdo dos mecanismos inerentes a esses processos para aprimoramento da extracdo e

purificagao do 2,3-BDO.

3 EXTRACAO DO 2,3-BUTANODIOL EM SISTEMA AQUOSO BIFASICO

Este capitulo apresenta uma analise da eficiéncia de extracdo do 2,3-butanodiol por
meio de diferentes SAB’s constituidos de PEG-sal. Para esse fim, os experimentos foram

realizados buscando responder os objetivos especificos citados na se¢do 1.2.

3.1  MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Reagentes e solucoes

Nos ensaios com solugdo modelo foi utilizado 2,3-butanodiol (B84904) adquirido da
Sigma-Aldrich (EUA). Trata-se de uma mistura de estereoisomeros contendo majoritariamente
0 meso-2,3-butanodiol (969,45 g L!). Formas opticamente ativas do 2,3-butanodiol também
foram quantificadas nessa mistura (319 g L"), porém ndo foi possivel determinar se ¢ um
isomero dextrogiro (S,S) ou levogiro (R,R), o fabricante ndo tem essa informagao disponivel.
Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico. O polietilenoglicol, de massa
molar 4000 Da e 6000 Da, foram adquiridos da Neon (BR). Os sais citrato de sodio, sulfato de
amonio, fosfato de potassio monobasico e fosfato de potassio bibasico foram adquiridos na
Synth (BR).

No preparo de solugdes estoque de PEG para formar o SAB as concentracdes dessas
solugdes podem variar de 30 a 70 % (m/m) (DOS SANTOS et al., 2020; HATTI-KAUL, 2000).
Nesse estudo, para explorar véarias composi¢oes de SAB, ou seja, analisar diferentes regides do
diagrama de fases, foram preparadas com agua ultrapura (Milli-Q, Milipore Inc., EUA)
solugdes estoque mais concentradas de PEG 4000 (60 % m/m), PEG 6000 (60 % m/m). Neste
trabalho utilizou-se trés sais com diferentes poderes de solvatacdo para avaliar o efeito da
densidade de carga na particao. As solugdes estoque de sais foram preparadas em concentragdes
mais elevadas, de acordo com o limite de solubilidade de cada sal, o que d4 mais flexibilidade

de trabalhar em diferentes regides do diagrama de fases e formar o SAB. Solugdes de tampao
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citrato pH 6,4 (27 % m/m), sulfato de amdnio pH 6,5 (40 % m/m) e tampao fosfato pH 7,0
(27 % m/m), foram preparadas com agua ultrapura (Milli-Q, Milipore Inc., EUA). A
concentracio da solucio estoque de 2,3-butanodiol (40 g L!) foi baseada em dados da literatura
sobre sua produgdo em meios fermentados obtidos de substratos como glicose, frutas e residuos

vegetais (LIAKOU et al., 2018).

3.1.2 Dados de equilibrio de fase e defini¢ao da composiciao global dos sistemas aquosos

bifasicos (SAB’s)

Os dados de equilibrio de fase para os diferentes SAB’s utilizados neste trabalho foram
embasados em informacgdes disponiveis na literatura, obtidas por diferentes pesquisadores
(Anexo A) (HAGHTALAB; MOKHTARANI, 2004; SHANG et al., 2004; WYSOCZANSKA;
MACEDO, 2016; YUN-LONG GAO, QIN-HUA PENG, 1991; ZHOU et al., 2013). As
composicoes globais dos SABs utilizados nas extragdes do 2,3-BDO foram estudadas por meio
de ensaios preliminares (APENDICE A) em diferentes regides dos diagramas de fase (Figura
3). A partir desses resultados de extracdo, foi definida a melhor regido para delinear o

planejamento experimental (Figura 6).

3.1.3 Procedimento experimental para extracao do 2,3-BDO por sistema aquoso

bifasico (SAB)

Solugdes estoque de cada constituinte do SAB foram preparadas previamente nas
concentragdes descritas na se¢do 3.1.1 desse trabalho. Em seguida cada SAB foi preparado
pesando-se 0s seus respectivos constituintes em um tubo falcon de 15 mL. A pesagem de cada
constituinte do SAB foi realizada de acordo com o planejamento experimental exibido nas
Tabelas 5 e 6. A massa total do SAB foi fixada em 10 g, sendo a fragcdo massica do 2,3-BDO
20 % (m/m) da massa total. A fragdo massica do PEG e do sal no sistema variou de acordo com
a matriz do DCCR. Apoés a pesagem, as amostras foram homogeneizadas em um agitador tipo
vortex a 2800 rpm por 1 minuto, sendo em seguida colocados no banho termostatico a 25 + 1 °C
por 12 horas, até o equilibrio termodinamico. Os volumes das fases de topo e fundo foram
medidos. Aliquotas de cada uma das fases do SAB foram coletadas para quantificar o 2,3-BDO
por meio da cromatografia liquida (HPLC). Os experimentos de extragdo foram conduzidos

como ilustrado na Figura 5.
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Figura 5: Fluxograma do processo de extragao do 2,3-BDO em SAB.
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Fonte: Adaptado de FU et al. (2019).

3.1.4 Quantificacao do 2,3-butanodiol

A concentragdo de 2,3-BDO no extrato e nas fases de topo e de fundo do SAB foi
determinada por cromatografia liquida (HPLC LC-Prominence 20A Shimadzu) equipado com
detector de indice de refragdo e coluna Aminex HPX-87H 300 x 7,8 mm. A fase movel utilizada
foi 4gua acidificada com H2SO4 5SmM na vazio de 0,6 mL min’', e a temperatura do forno foi

mantida em 35 °C.

3.1.5 Desempenho da extracio do 2,3-BDO no SAB

Por meio da quantificagdo do 2,3-BDO em ambas as fases do SAB, foi possivel
calcular o coeficiente de particao, a recuperagdo e o rendimento da extra¢do do 2,3-BDO, como

descrito na se¢do 2.2.1 por meio das Equagdes 3, 4 e 5 respectivamente.

3.1.6 Analise estatistica

Para maximizar a extra¢ao de 2,3-BDO, utilizou-se o delineamento composto central
rotacional (DCCR) contendo 3 pontos centrais e 4 axiais. Os resultados foram avaliados por
meio do software STATISTICA 13.5 (TIBCO Statistica™). As faixas de variac¢do entre o limite
inferior e o superior de cada varidvel independente foram estabelecidas de acordo com os dados

dos diagramas de fase de cada sistema PEG-sal (Anexo A). A Figura 6 ilustra os diagramas de
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fases do sistema PEG-fosfato contendo a regido de estudo (niveis do DCCR proposto), o mesmo

estudo foi realizado para os sistemas constituidos por PEG-citrato e PEG-sulfato.

Figura 6: Planejamento experimental (DCCR) para SAB PEG 4000-fosfato (a) e PEG 6000-
fosfato (b) criado a partir dos diagramas de fases.
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Fonte: Adaptado de Haghtalab; Mokhtarani, (2004); Shang et al.,(2004)

As Tabelas 5 e 6 mostram os DCCR adotados para os diferentes SAB’s. As variaveis
quantitativas analisadas foram a concentracdo de PEG, a concentra¢do de sal e a razdo de
volume entre as fases. As varidveis qualitativas analisadas foram a massa molar de PEG e o
tipo de sal. As varidveis resposta foram a recuperagdo e o coeficiente de partigdo do 2,3-

butanodiol.

Tabela 5: Niveis codificados e reais das variaveis independentes utilizados no DCCR sistemas
PEG 4000-citrato, PEG 6000-citrato, PEG 4000-fosfato e PEG 6000-fosfato.

Variaveis independentes -1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentrac¢ao de PEG (% m/m) 27,43 28,95 32,58 36,22 37,72
Concentracdo de sal (% m/m) 3,89 4,47 5,87 7,27 7,84

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

Tabela 6: Niveis codificados e reais das varidveis independentes utilizados no DDCR para os
SAB PEG 4000-sulfato e PEG 6000-sulfato.

Variaveis independentes -1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentracdo de PEG (% m/m) 28,69 30,00 32,36 34,72 35,80
Concentragao de sal (% m/m) 4,46 5,04 6,35 7,65 8,34

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
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A andlise de variancia (ANOVA) dos DCCR foi realizada para verificar quais os
fatores do SAB (principais e de intera¢do) produziram efeito significativo nas respostas
estudadas, coeficiente de particdo (K) e a recuperacdo (Yt %) do 2,3-BDO. Os modelos
matematicos obtidos na ANOVA de cada um dos SAB’s foram validados estatisticamente e
utilizados para obtengao de superficie de resposta, dessa forma foi possivel constatar quais as
condicdes para se maximizar a extragdo do 2,3-BDO.

A validagdo do DCCR foi realizada a partir da escolha nas superficies de resposta, de
dois pontos na regido de 6timo de cada SAB estudado. Realizou-se experimentos em triplicata
nos pontos escolhidos. As respostas obtidas experimentalmente foram comparadas, por meio
do erro percentual, com as respostas calculadas para o coeficiente de parti¢ao (K) e recuperacao
(Y1 %) a partir dos modelos codificados de cada SAB (APENDICE B).

A ANOVA da evidéncias de que existe pelo menos duas médias que sao diferentes em
um SAB. Para determinar quais médias foram diferentes entre si, o teste de Tukey (p < 0,05)
foi realizado com os ensaios que tiveram a melhor resposta para Yt % e K em cada um dos seis
SABs estudados. Dessa forma, foi possivel avaliar se o tipo de sal interferiu na recuperagao e
particao do 2,3-BDO. Posteriormente, realizou-se um breve estudo sobre a influéncia do tempo
de agitacao do sistema sobre a extragao do 2,3-BDO variando-se o tempo de agitagdo em 1, 2,

4 e 8 minutos em um agitador tipo vortex a 2800 rpm.

3.2  RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo no SAB ¢ influenciada por varios fatores, por isso o delineamento
composto central rotacional (DCCR) contendo 3 pontos centrais e 4 axiais foi proposto para

otimizar a extra¢do do 2,3-BDO. Os resultados do DCCR sao mostrados nas Tabelas 7, 8 € 9.



Tabela 7: Matriz do delineamento e respostas obtidas na extracdo do 2,3-BDO em SAB constituido de PEG 4000-citrato e PEG 6000-citrato.

Composi¢do global do SAB

PEG 4000

PEG 6000

Ensaio (%1: Eg’m) C‘“(?;;’Ifjr;‘))dlo Vi@mL) Vi(mL) Vi K Yr(%) Vi(mL) Ve(mL) Vi K Yr(%)
I 2895 447 8.8 04 220 06 932 8.6 09 101 27 95
2 2895 727 6,5 25 26 13 716 7.1 23 31 15 825
3 3622 4,47 7,0 20 35 12 807 8,6 08 108 18 952
4 3622 727 76 24 32 16 83 7.7 23 34 14 819
5 2696 5,87 75 17 44 10 818 7.9 15 53 11 854
6 37,99 5,87 8,0 15 53 15 886 8.3 16 52 15 887
7 32,58 3.76 8.9 03 319 10 969 9,1 04 259 22 982
§ 32,58 7,82 72 23 31 15 823 72 24 30 15 819
9 32,58 5,87 7.7 15 51 13 869 78 15 52 15 886
10 32,58 5,87 76 1,6 48 12 848 7.7 16 48 14 873
11 32,58 5,87 7.7 15 51 12 863 78 15 52 15 884

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
Notas: Vr - volume de topo; Vr - volume de fundo; Vr - razéo de volume; K - coeficiente de parti¢ao; Yr % - recuperagdo do 2,3-BDO na fase de topo

41
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Na Tabela 7 observa-se que a varia¢do da concentracdo de PEG e de citrato de sodio
no SAB interferiu tanto na recuperagdo (Y %), quanto no coeficiente de particao do 2,3-BDO.
Para o sistema com PEG 4000, no ensaio 1, em que a composi¢ao do SAB foi de 28,95 % (m/m)
de PEG e 4,47 % (m/m) de citrato de sodio, a recuperagdo foi de 93,2 % e o coeficiente de
particao foi 0,6. No ensaio 2, no qual o SAB foi composto por 28,95 % (m/m) de PEG e 7,27
% (m/m) de citrato de sodio, a recuperagdo do 2,3-BDO foi menor 77,6 %, porém o coeficiente
de particdo teve uma melhora significativa, chegando a 1,3; valor duas vezes maior que o
resultado obtido no ensaio 1. Os melhores valores de recuperagdo do 2,3-BDO foram obtidos
no ensaio 7 do SAB constituido por 32,58 % (m/m) de PEG e 3,76 % (m/m) de citrato de sddio,
nesse ensaio os valores de Yt % foram 96,9 % e 98,2 % nos sistemas formados com o PEG
4000 e PEG 6000 respectivamente.

Bons resultados de recuperagdo do 2,3-BDO também foram observados no ensaio 1
(96,5 %) e ensaio 2 (95,2 %) do sistema PEG 6000-citrato, sistemas nos quais as concentragcoes
de sal citrato utilizadas foram menores. Quando se trabalha com menores concentragdes de sal
na composi¢do do SAB, restringimos a extracao 2,3-BDO a regides do diagrama de equilibrio
onde a razao de volume (VRr) entre as fases ¢ maior, isso resulta em uma melhora na recuperagao
(Y1 %) devido ao volume livre disponivel na fase além de evidenciar a afinidade do produto de
interesse pela fase de topo (BENAVIDES; RITO-PALOMARES, 2008; SAMPAIO, 2016).

Tanto no sistema formado por PEG 4000-citrato, quanto no PEG 6000-citrato,
observou-se a tendéncia de favorecer a recuperacao do 2,3-BDO (Yt %) ao se reduzir a
concentragdo de sal no sistema. No SAB PEG 6000-citrato por exemplo, quando comparamos
os ensaios 1 €2, 0 Yt % aumentou de 82,4 % para 96,5 % ao se aumentar o Vrde 3,1 para 10,1.
No SAB PEG 4000-citrato, o Yt % aumentou de 77,6 % para 93,2 % ao se aumentar o Vr de
2,6 para 22,0. Nos resultados exibidos nas Tabelas d¢ ANOVA (APENDICE C), pode-se
afirmar com 95,0 % de confianca que os dados se ajustaram bem aos modelos obtidos para
descrever a recuperagdo do 2,3-BDO, ou seja, ndo apresentaram falta de ajuste. Outros estudos
tém evidenciado que o aumento do Vr contribui de forma significativa para melhorar a
recuperagdo dos produtos de interesse nos SAB’s (HEMAVATHI; RAGHAVARAO, 2011).
Fan et al. (2017) estudaram a extracdo da capsaicina em SAB constituido por polimero-sal e
etanol e observaram que o rendimento da extragdo aumentou de 85,6 % para 93,1 % com o
aumento do Vr do sistema. Em seu estudo Blatkiewicz et al. (2018) também observaram uma
melhora consideravel da recuperagao e do coeficiente de parti¢do da enzima lacase ao aumentar

0 Vr do SAB constituido por PEG-fosfato.
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No sistema PEG 6000-citrato ndo foi possivel explicar a variagdo do coeficiente de
particdo do 2,3-BDO em funcdo das concentracdes de PEG 6000 e de citrato no sistema, pois
os dados ndo se ajustaram bem ao modelo, Tabela C3 (APENDICE C). No sistema formado
por PEG 4000-citrato os dados se ajustaram bem ao modelo que descreve a variagdo do
coeficiente de particao do 2,3-BDO em fungdo das concentragoes de PEG 4000 e de sal no
sistema, como mostrado na Tabela de ANOVA C4 (APENDICE C). Observou-se uma
propensao de melhor coeficiente de particao do 2,3-BDO nos sistemas em que as concentragoes
de PEG ¢ de sal foram maiores, ensaios 4, 6 ¢ 8. No ensaio 4 por exemplo, em que a
concentragdo de PEG 4000 foi 36,22 %m/m de citrato de s6dio 7,27 % (m/m), o valor de K foi
1,6. No ensaio 1 e 7, que correspondem aos sistemas com menor concentragdo de citrato, os
valores de K foram 0,6 e 1,0 respectivamente. Ao trabalhar em regides onde a razao de volume
(VR) no sistema ¢ muito grande, o coeficiente de parti¢do reduz significativamente, pois ocorre
a dilui¢do do 2,3-BDO na fase de topo. Foi o que ocorreu nos ensaios 1 € 7 em que os Vr foram
de 22,0 e 31,9 respectivamente, os valores de K reduziram para 0,6 e 1,0. No ensaio 4 o SAB
tem uma composic¢ao global que resulta em um Vr de 3,2, logo o coeficiente de parti¢ao foi

1,6.
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Tabela 8: Matriz do delineamento e respostas obtidas na extracdo do 2,3-BDO em SAB constituido de PEG 4000-sulfato e PEG 6000-sulfato.

Composigdo global do SAB PEG 4000 PEG 6000
Ensaio (%1: i/Gm) o Osrilofa(f,z ‘i";/m) Vi Vien Ve K Yr(%) Vi Vien Ve K Yr(%)
1 30,00 5,04 8,4 0,8 105 12 92,6 8,2 0,8 103 13 931
2 30,00 7,65 6,2 28 22 15 771 6,7 25 27 1,7 816
3 34,72 5,04 7.8 14 56 15 893 8,0 12 67 14 90,1
4 34,72 7,65 6,6 24 28 18 832 6,8 24 28 19 840
5 28,69 6,35 7,5 19 40 13 837 7,5 20 38 13 832
6 35,80 6,35 7,0 22 32 18 849 7,0 20 35 18 866
7 32,36 4,46 8,5 10 85 10 896 8,5 L0 85 12 9Ll
8 32,36 8,34 6,4 26 25 16 80,1 6,5 25 26 18 827
9 32,36 6,35 7.4 1,6 46 14 867 7.4 20 37 15 847
10 32,36 6,35 7.4 1,6 46 15 872 74 20 37 16 856
11 32,36 6,35 7,5 1,6 47 13 859 7.2 20 36 16 856

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
Notas: Vr - volume de topo; Vi - volume de fundo; Vi - razdo de volume; K - coeficiente de parti¢do; Yt % - recuperagdo do 2,3-BDO na fase de topo
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Na Tabela 8 observa-se que tanto a concentragdo de PEG quanto a concentracao de
sulfato interferiram na recuperacio (Yt %) e no coeficiente de particdo do 2,3-BDO no SAB.
Ao comparar os ensaios 1 e 2, que tém a mesma concentragdo de PEG 30,00 % (m/m) e
concentragdes diferentes de sulfato 5,04 e 7,65 % (m/m), respectivamente, observa-se uma
mudancga consideravel na recuperacao do 2,3-BDO na fase de topo (Y1 %). No SAB formado
por PEG 4000-sulfato e PEG 6000-sulfato houve um aumento na recuperagao de 15 % e 11 %
respectivamente, ao reduzir a concentragdo do sulfato de 7,65 para 5,04 % (m/m). Nos ensaios
3 e 4 em que a concentracao de PEG ¢ 34,72 % (m/m), ao reduzir a concentragdo de sal de 7,65
para 5,04 % (m/m), houve um aumento de 6 % na recuperagdo do 2,3-BDO em ambos sistemas,
PEG 6000-sulfato e PEG 4000-sulfato. Essa tendéncia foi observada em varios outros sistemas,
nos ensaios 7, 8 ¢ 9 que possuem a mesma concentragdo de PEG 32,36 % (m/m), a recuperacao
do 2,3-BDO aumentou a medida que a concentragdo de sal no sistema diminuiu
8,34 > 6,35 > 4,46 % (m/m) sendo os valores de recuperagao igual a 80,1 %; 86,7 % e 89,6 %,
no sistema PEG 4000-sulfato e de 82,7 %; 85,6 % e 91,1 % no sistema PEG 6000-sulfato.

A massa molar do PEG ndo afetou a recuperagado do 2,3 BDO no sistema PEG-sulfato.
Ao comparar SAB’s com mesma composi¢do e razao de volume conclui-se que os valores de
YT % s@o muito proximos ou iguais, como € o caso do ensaio 1 em que a recuperagdo do 2,3-
BDO foi de 92,6 % no sistema formado com PEG 4000 e 93,1% no sistema formado com PEG
4000, essa mesma tendéncia pode ser observada nos ensaios 4, 5 ¢ 7. Nos SABs existe um
fenomeno denominado volume de exclusdo, no qual o aumento da concentragdo do polimero e
ou de sua massa molecular resulta na redu¢do do volume livre para a molécula alvo na fase
polimérica forcando entdo a recuperagdo e parti¢do do produto na fase salina. Esse fendmeno
foi observado apenas em estudos envolvendo macromoléculas como as proteinas (SILVA; DE
FRANCA; PORTO, 2018; YUCEKAN; ONAL, 2011). Uma vez que o 2,3-BDO ¢é uma
molécula pequena, 90 g mol™!' ¢ provavel que o fenomeno do volume de exclusio ndo seja
representativo para a recuperacao (Y %).

Ao analisar a Equacdo (8) referente ao calculo de Yt %, observa-se que um dos
principais fatores que contribuem para a recuperagdo do produto no SAB ¢ a razdo de volume
do sistema (VRr), a andlise dos dados obtidos na Tabela 8, também levam a essa conclusdo. Nos
ensaios 7, 8 ¢ 9 do sistema PEG 4000-sulfato observa-se que a recupera¢do do 2,3-BDO
aumentou em 80,1 %, 86,7% e 89.6 %, com o aumento do Vr do sistema em 2,5; 4,6 € 8,5
respectivamente. No SAB PEG 6000-sulfato ao aumentar o valor de Vr de 2,6 para 8,5 ensaio

8 e 7 respectivamente, obteve-se um acréscimo de 8 % na recuperacdo do 2,3-BDO. Esses
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resultados evidenciam que a afinidade do 2,3-BDO pelo PEG ¢ maior, além disso como o
volume de topo da fase polimérica ¢ maior, ha mais volume livre disponivel para a molécula
interagir. Nos resultados exibidos nas Tabelas de ANOVA (APENDICE C), pode-se afirmar
com 95 % de confianca que os dados se ajustaram bem aos modelos obtidos para descrever a
recuperacgao do 2,3-BDO, ou seja, ndo apresentaram falta de ajuste.

Outro fator que também interfere no valor de Y1 % ¢ o coeficiente de parti¢ao (equagao
8) sendo que essas duas propriedades sdo inversas, quanto maior o valor de K menor sera o Yt
%. O coeficiente de parti¢ao (K) do 2,3-BDO no sistema formado por PEG-sulfato sofreu
interferéncia tanto da concentragdo do PEG quanto do sulfato como podemos observar nos
modelos obtidos para descrever a particdio do 2,3-BDO nesses sistemas. Nas Tabelas de
ANOVA C7 e C8 (APENDICE C), podemos afirmar com 95 % de confianga que os dados se
ajustaram bem aos modelos.

Os melhores valores do coeficiente de parti¢ao do 2,3-BDO foram obtidos nos ensaios
4, 6 e 8 em ambos sistemas, formados com PEG 4000 ¢ PEG 6000. Esses ensaios com maiores
valores de K t€ém em comum as altas concentragdes de sulfato no SAB. No ensaio 4 em que o
sistema ¢ formado por PEG 34,72 % (m/m), e sulfato 7,65 % (m/m), o K foi de 1,8 ¢ 1,9 com
o PEG 4000 e PEG 6000 respectivamente, logo nesses sistemas a concentracao de 2,3-BDO na
fase de topo ¢ quase duas vezes maior que sua concentra¢do na fase de fundo. Nos ensaios 7 e
8 que apresentam a mesma concentracdo de PEG 32,36 %, ao dobrar a concentracio de sulfato
de 4,46 % para 8,34 % (m/m), houve um acréscimo no valor do coeficiente de particao de 60 %
no sistema formado com PEG 4000 e 52 % no sistema formado com PEG 6000. Quando se
trabalha com maiores concentracdes de sal na composi¢do do SAB, ocorre a reducdo da
quantidade de dgua livre para solvatar outras moléculas na fase de fundo, logo o soluto de
interesse ¢ parcialmente hidratado e portanto tendem a ficar na fase polimérica (BOLAR;
BELUR; IYYASWAMI, 2013).

Ao analisar os ensaios 1, 7 e 8, € possivel inferir que a massa molar do PEG ¢ um fator
que altera o coeficiente de parti¢ao do 2,3-BDO no sistema. No ensaio 1, no qual a razdo de
volume dos sistemas formados por PEG 4000 ¢ PEG 6000 sdo similares, o coeficiente de
particao do 2,3-BDO no sistema formado por PEG 6000 foi 10 % maior que no sistema formado
por PEG 4000. No ensaio 7 o coeficiente de particdo do 2,3-BDO foi 19 % maior no SAB
formado com o PEG 6000, ja no ensaio 8 foi 12 % maior. O coeficiente de transferéncia de
massa no SAB depende de propriedades das fases como a viscosidade, que pode mudar em

funcdo da massa molar do PEG. Segundo Quental et al. (2015), a viscosidade da fase de topo
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geralmente aumenta com o aumento da massa molecular do PEG, baixas viscosidades
melhoram a transferéncia de massa no SAB. Os resultados obtidos para a recuperagao do 2,3-
BDO no SAB PEG 4000-fosfato e PEG 6000-fosfato mostram um comportamento oposto ao
observado por Quental et al. (2015). Mei et al. (1995) estudaram SAB formado por PEG com
diferentes massas molares, PEG 1000, PEG 2000, PEG 4000, PEG 6000 ¢ PEG 20000 com sal
fosfato de potassio ou sulfato de amonio. A fase de topo formada com PEG 1000, apresentou
viscosidade menor que a fase de topo formada com PEG 4000 e 6000. Os autores observaram
que ndo houve diferenca na viscosidade da fase de topo ao comparar o PEG 4000 com o PEG
6000, no entanto houve uma diferenca consideravel na viscosidade ao variar a concentragao de

PEG na fase de topo do SAB.
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Tabela 9: Matriz do delineamento e respostas obtidas na extracdo do 2,3-BDO em SAB constituido de PEG 4000-fosafato e PEG 6000-fosfato.

Composigdo global do SAB PEG 4000 PEG 6000
Ensaio (%1: i/Gm) bo tg sossi(f)a?;if/m) Viey Vien Ve K Yr(%) Viemy Vien Ve K Yr(%)
1 28,95 4,47 8,3 09 92 12 916 8,0 14 57 15 898
2 28,95 7,27 6,9 21 33 1,7 851 6,5 25 260 21 845
3 36,22 4,47 8,0 1,0 80 22 945 8,0 12 67 15 910
4 36,22 7,27 7.8 1,7 46 21 907 7,7 20 39 33 9238
5 26,96 5,87 7.6 14 54 13 875 7.2 1.8 40 15 861
6 37,99 5,87 8,0 15 53 20 914 7,7 1.8 43 19 891
7 32,58 3,76 8,5 07 12,1 13 940 8,2 08 103 1,9 950
8 32,58 7,82 7,0 24 29 19 849 7,0 25 28 25 873
9 32,58 5,87 7.4 1,6 46 18 893 7,5 19 40 14 845
10 32,58 5,87 7,5 1,7 44 1,7 883 74 20 37 16 859
11 32,58 5,87 7,5 1,7 44 18 886 7.4 1.8 41 16 867

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
Notas:Vr - volume de topo; Vr - volume de fundo; Vr - razdo de volume; K - coeficiente de particdo; Yt % - recuperagdo do 2,3-BDO na fase de topo
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Na Tabela 9 e nos modelos gerados a partir do DCCR observa-se que ambos
constituintes do SAB, PEG e sal fosfato, interferiram na recuperag¢do do 2,3-BDO (Y1 %). As
Tabelas de ANOVA (APENDICE C), mostram que os dados se ajustaram bem aos modelos,
sendo o intervalo de confianca de 95 %. As melhores recuperagdes foram obtidas no SAB
constituido por PEG 4000 36,22 % (m/m) e fosfato 4,47 % (m/m), no qual o YT % foi de 94,5 %,
e no sistema PEG 6000 32,58 % (m/m) e fosfato 3,76 % (m/m), com Y1 % de 95,0 %. Esses
sistemas com melhor recuperacdo do 2,3-BDO t€ém em comum a baixa concentragdo de sal
fosfato usada na composic¢ao. Dessa forma conclui-se que em todos os seis SAB’s estudados
nesse trabalho, ha uma tendéncia em melhorar a recuperagdo do 2,3-BDO nos sistemas com
menor concentragdo de sal. Esses resultados evidenciam a relevancia da razao de volume (VRr)
do sistema e da afinidade do 2,3-BDO pelo PEG sobre sua recuperag@o. Ao analisar os ensaios
7,9 e 8 nos quais a concentracao de PEG 4000 ¢ a mesma 32,58 % (m/m), e as concentragoes
de fosfato sdo 3,76 % (m/m), 5,87 % (m/m) e 7,82 % (m/m) respectivamente, conclui-se que a
medida que a concentragdo de sal aumenta no SAB, a recuperacdo do 2,3-BDO reduz em 94 %
89 % e 84 % no sistema pois a razdo de volume do SAB também diminui de 12,1; 4,6 ¢ 2,9.

No SAB PEG 6000-fosfato, ao aumentar a concentragao de sal de 3,76 % (m/m) para
7,82 % (m/m), ensaios 7 e 8, a recuperacdo do 2,3-BDO teve um declinio de 8 %, porém o
coeficiente de particdo teve um aumento notavel de 33 %. No SAB PEG 4000-fosfato, o
aumento da concentracdo de sal de 3,76 % (m/m) para 7,82 % (m/m), também resultou no
declinio da recupera¢do em 10 % e no aumento do coeficiente de parti¢do do 2,3-BDO em
47 %. Em todos os seis SAB’s estudados nesse trabalho, observou-se essa propensdo do
aumento do coeficiente de particdo do 2,3-BDO no SAB a medida que se acrescenta sal no
sistema. O 2,3-butanodiol ¢ uma molécula polar e possui caracteristica hidrofilica (Log P = -
0,59) (FooDB, 2019; WISHART et al., 2018) .A adicdo de sais no SAB promove interagdes
hidrofobicas, cujo aumento esta relacionado a reducao da quantidade de agua disponivel para
solvatar as moléculas, logo a parti¢do do 2,3-BDO ¢ favorecida para a fase PEG (K > 1) que ¢
mais hidrofilica (Log P = -2,0) que as fases salinas de sulfato de amonio (Log de P = -0,84),
fosfato de potassio (Log P = -1) e citrato de sddio (Log P =-1,3).

O coeficiente de particao ¢ influenciado por varios fatores, carga de superficie da
molécula alvo, seu tamanho além dos diferentes tipos de interacdes como forgas de Van der
Waals, ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e idnicas que contribuem com este
pardmetro termodinamico (PORTO et al., 2010). No SAB formado por PEG-fosfato, a

concentracdo de PEG no sistema também interferiu no coeficiente de particao do 2,3-BDO. Nos



50

ensaios 2 e 4 em que a concentracdo de sal ¢ a mesma, 7,27 % (m/m) e a de PEG aumenta de
28,95 % (m/m) para 36,22 % (m/m), o coeficiente de partigdo aumentou 22 % no SAB formado
com PEG 4000-fosfato e 59% no PEG 6000. Nos ensaios 5 e 6, que também possuem mesma
concentragdo de sal, 5,87 % (m/m), houve um incremento na concentragcao de PEG de 26,96 %
(m/m) para 37,99 % (m/m) e o0 K do 2,3-BDO aumentou em 56 % e 24 % nos sistemas formados
por PEG 4000 e 6000 respectivamente. Os ensaios 4 e 6, que tiveram maiores valores de
coeficiente de particdo do 2,3-BDO correspondem a sistemas nos quais as composi¢des estao
em regides mais afastadas da linha binodal. No SAB, quando se trabalha em regides mais
afastadas do ponto critico, ou em linhas de amarracdo com maior comprimento, existe uma
maior diferenca entre as propriedades fisico-quimicas das fases de topo e fundo, logo o
coeficiente de particdo da molécula alvo no sistema ¢ melhor. Por meio da anélise de variancia
(APENDICE C), pode-se afirmar com 95 % de confianga que os dados se ajustaram bem aos
modelos obtidos para descrever o coeficiente de parti¢ao do 2,3-BDO.

O coeficiente de transferéncia de massa depende de algumas propriedades fisicas como
viscosidade das fases. E possivel que a variacdo da concentragdo do PEG tenha contribuido
para mudancas na viscosidade das fases do sistema e consequentemente na transferéncia de
massa e coeficiente e particido do 2,3-BDO no SAB. Mei et al., 1995, concluiu que as
viscosidades das fases do SAB geralmente aumentam com um aumento da concentragdo de
PEG no sistema. O autor mediu as viscosidades da fase de topo de um sistema formado por
PEG 4000-fosfato de potassio e PEG 6000-fosfato de potassio. Observou-se que ao aumentar a
fracdo massica do PEG 4000 de 9 % para 12 %, houve um incremento na viscosidade de 6,0
para 18,2 mPa.s. No sistema formado com PEG 6000, o aumento de 9 % para 11 % na fragdo
massica de polimero no sistema resultou em um aumento de viscosidade de 9,3 para 19,6 mPa.s.

A Tabela 10 mostra os valores dos coeficientes de determinagdo ¢ os modelos obtidos

para recuperagao e coeficiente de particao do 2,3-BDO em cada SAB analisado nesse trabalho.
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SAB Modelos obtidos para Yt (%) R? Modelos obtidos para K R?

PEG 6000-citrato  Y1= 87,69 - 6,31x2 + 1,22x2? 0,97 - *

PEG 6000-sulfato Y= 85,17 - 7,34x2 + 2,50x2? + 2,67x1x2 0,89 K=1,56+0,12x1+0,21x2 0,90
= 2 _ 2 — 2 2

PEG 6000-fosfato YT1=85,66 +1,72x1 + 0,98x12 - 1,81x2 + 2,78x2> + 0.89 K=1,53+0,21x1 + 0,13x12+ 0,39x2 + 0,35x2> + 0.86

1,76x1x2 0,31x1x2

PEG 4000-citrato  Y1= 87,38 - 1,97x12 - 4,22x2 + 4,49x1x2 0,75 K=1,20+0,17x1 + 0,22x2 - 0,09 x1x2 0,95

PEG 4000-sulfato Y1= 86,62 - 1,46x12 - 8,77x2 + 4,72x1X2 0,92 K=1,38+0,15x1 +0,09x:2 + 0,19x2 0,93
_ 2 _ 2

PEG 4000-fosfato \ 1 o073+ 1,76x1#0,60x17- 2.90x2 + 0.61x2"+ ) 95 1 1 71 1 0,20x1 +0,17x2 - 0, 14x1%2 0,91

0,65x1x2

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
Notas: *dados ndo se ajustaram ao modelo; x; concentragdo de PEG; x, concentragdo de sal



52

A validagao do DCCR foi realizada apenas para os DCCR dos SABs formados com
PEG 4000-sal, uma vez que apresentaram um bom potencial de extragdo do 2,3-BDO. Obteve-
se valores satisfatorios para as respostas YT % e K, além disso as ANOVAs apresentaram bom
coeficiente de correlagio (> que 75,2 %). O APENDICE D exibe os gréaficos de valores preditos
versus observado e o APENDICE B exibe as tabelas de comparacio entre os valores preditos e
experimentais de Yt % e K para cada SAB estudado. Os erros entre o Yt % predito e o Yt %
experimental foram relativamente baixos, com valor maximo de 2,9 % entre o valor predito,
92,4 % e experimental, 95,2 % para o sistema PEG 4000-fosfato. Alguns sistemas como PEG
4000-sulfato ¢ PEG 4000-fosfato também apresentaram erros relativamente baixos para o
coeficiente de particdo. No sistema PEG 4000-fosfato por exemplo o K predito = 1,71 o K
experimental foi 1,94 + 0,25, erro de 11,0 %. Regupathi et al., 2009, estudaram um SAB
constituido por PEG 6000-citrato de amonio e também concluiram que o aumento da
concentracdo de PEG 6000 no sistema resultou no incremento da viscosidade da fase de topo,
rica em polimero.

Analisando as tabelas de ANOVA de cada SAB conclui-se que houve diferenca na
recuperagao e na particdo do 2,3-BDO nos sistemas estudados. Para mostrar quais médias foram
diferentes entre si, um teste de Tukey (p < 0,05) foi realizado; para isso, em cada um dos seis
SABs estudados foi escolhido um tnico ensaio que teve a melhor resposta para Yt % e K. Dessa
forma, foi possivel comparar os seis SAB’s e avaliar se o tipo de sal interferiu na recuperagao
e particdo do 2,3-BDO. A Tabela 11 mostra os ensaios utilizados no teste de Tukey e a Figura 7

apresenta os resultados obtidos.

Tabela 11: SAB’s utilizados no teste de Tukey para anélise da influéncia do tipo de sal sobre

KeYT %.
SAB Ensaio  Variaveis codificadas Variaveis reais
PEG Sal PEG (% m/m) Sal (% m/m)
PEG 6000-citrato 1 -1 -1 28,95 4,47
PEG 6000-sulfato 1 -1 -1 30,00 5,04
PEG 6000-fosfato 4 1 36,22 7,27
PEG 4000-citrato 7 0 -1,41 32,58 3,89
PEG 4000-sulfato 1 -1 -1 30,00 5,04
PEG 4000-fosfato 3 1 -1 36,22 4,47

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
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Figura 7: Médias referentes a recuperagdo (Yt %) (a) e ao coeficiente de parti¢dao (K) do 2,3-
BDO (b) na melhor condi¢ao de extracdo do 2,3-BDO de cada SAB estudado.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
Notas: Colunas identificadas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 95% de confianga.

A partir da Figura 7 (a) conclui-se que o tipo de sal utilizado para compor o SAB foi
um fator significativo na recuperacao do 2,3-BDO, pois apenas os sistemas constituidos por
PEG 4000-fosfato ¢ PEG 6000-citrato ndo apresentaram diferenga significativa entre si. O
sistema formado por PEG 4000-citrato apresentou média superior aos demais, ou seja, foi o
mais eficiente para recuperar o 2,3-butanodiol, sendo o Yt % igual a 97,32 + 0,65. O SAB
formado por PEG 6000-sulfato foi o que apresentou menor desempenho na recuperacao do 2,3-
BDO, 79,82 £ 0,02. O tipo de sal também interferiu no coeficiente de particdo nos sistemas,

pois o SAB constituido de PEG 6000-fosfato, apresentou diferenca estatistica em relacdo aos
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sistemas formados por PEG 4000-citrato e PEG-sulfato, Figura 7 (b). Os SAB’s que exibiram
os melhores coeficientes de parti¢ao do 2,3-BDO foram o PEG 6000-fosfato 2,55 + 0,18 (155,0
%) ¢ o PEG 4000-fosfato 2,37+ 0,04 (137,0 %), esses dois sistemas nao diferiram
estatisticamente entre si (p < 0,05). O menor valor de K, 1,49 £ 0,08 (49 %) foi observado no
SAB PEG 6000-sulfato. No SAB PEG 6000-citrato os dados ndo se ajustaram bem ao modelo
(APENDICE C) que descreve a variagdo do coeficiente de particio do 2,3-BDO, logo nio se
realizou o teste de diferenga de média nesse sistema.

Os sais citrato, sulfato e fosfato, utilizados no preparo do SAB foram escolhidos em
funcdo do poder de solvatacdo. Os trés sais promovem o efeito salting-out, sendo que de
maneira geral anions com maior valéncia t€ém maior capacidade de hidratar as moléculas de
agua, ou seja, de promover o salting-out direcionando a recuperagdo e a particdo do 2,3-BDO
para a fase de topo, polimérica. A valéncia do anion do sal fosfato de potassio ¢ similar ao
citrato de sodio que por sua vez é maior que do sulfato de amonio (PO4>* > CeH4O7> > SO4%).
Os sistemas formados por fosfato e citrato, sais que possuem maior poder de solvatacdo, foram
aqueles nos quais obteve-se os melhores valores de recuperagdo e coeficiente de particdo do
2,3-BDO. O SAB formado por sulfato de amdnio, sal que possui o menor poder de solvatagao
entre os trés estudados, foi o que apresentou as menores médias para a recuperacao e coeficiente
de parti¢ao do 2,3-BDO.

Na Figura 7 (a), os resultados obtidos para a recuperagdo do 2,3-BDO no SAB formado
por PEG-sulfato e PEG-fosfato indicam que a massa molar o polimero interferiu na recuperacao
do 2,3-BDO. Ao analisar o sistema PEG 4000-sulfato ¢ PEG 6000-sulfato, que possuem a
mesma composicao, 30,00 % (m/m) de PEG e 5,40% (m/m) sal, observou-se que a recuperacao
foi maior no SAB constituido com o PEG 4000. No sistema PEG 4000-fosfato e PEG 6000-
fosfato a melhor recuperagdo do 2,3-BDO também foi no sistema com polimero de menor
massa molar. Esses resultados corroboram com conclusdes de alguns autores que afirma que
sistemas formados por polimeros com massa molar menor possuem uma viscosidade menor, o
que facilita a transferéncia de massa no sistema e melhora a recuperagdo e coeficiente de
particao do produto de interesse (MEI et al., 1995; QUENTAL et al., 2015). Nesses ensaios a
massa molar do polimero ndo afetou o coeficiente de parti¢ao do 2,3-BDO.

O SAB PEG 4000-citrato constituidos por 32,58 % (m/m) de PEG e 3,89 % (m/m) de
sal e o SAB PEG 4000-fosfato formado por 36,22 % (m/m) de PEG e 4,47 % (m/m) de sal
foram identificados como os melhores sistemas para extrair o 2,3-BDO, pois apresentaram as

melhores respostas para a recuperagdo 97,3 % e 95,2 % e coeficiente de parti¢dao 1,93 (ou 93,0
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%) e 2,37 (ou 137,0 %) respectivamente. Esses resultados evidenciam que recuperagdo e
parti¢cdo do 2,3-BDO no SAB formado por PEG-sal ¢ um fendmeno complexo, que depende de
varios fatores intrinsecos ao sistema como concentracdo dos constituintes, viscosidade das
fases, forga i0nica dos sais, interagdes entre 2,3-BDO e o PEG razdo de volume no sistema ¢
depende também das propriedades do 2,3-BDO como a hidrofilicidade, tamanho e carga de
superficie da molécula. Li; Teng; Xiu, (2010) estudaram a parti¢do e recuperacao do 2,3-BDO
em SAB formado por dlcool-sal. No sistema formado por metanol-fosfato de potassio os autores
tiveram uma recuperagdo de 97,17 % e coeficiente de parti¢ao de 20,0 %. No sistema formado
por etanol-sulfato de amonio o K foi de 8,19 % e a recuperag@o 99,1 %. Ao tentar recuperar o
2,3-BDO de um meio fermentado filtrado o maior valor de coeficiente de particao obtido foi
7,1 % e a recuperagdo foi de 91,7 % em um SAB constituido de 32 % (m/m) etanol e 16 %
(m/m) de sulfato de amonio.

Considerando outros fatores relevantes na extragao do 2,3-BDO, como o volume de
fase a ser tratado em etapas posteriores do processo dowstream, pode-se indicar que o melhor
sistema ¢ o de PEG 4000-fosfato, pois o volume de topo € menor Vr= 8,0 mL. Além disso esse
sistema apresentou o melhor coeficiente de particao 2,37 + 0,04 (137,0 %) e um valor
consideravel para a recuperagao do 2,3-BDO, 94,63% + 0,09. Em comparagao, no sistema PEG-
4000-citrato, o volume de topo foi igual a 9 mL, a média obtida para o K foi 1,93 + 0,29 (93 %)
e para o Y1 % foi 97,32 + 0,65. Portanto, o SAB PEG 4000-fosfato foi eleito como o melhor
sistema para extrair o 2,3-butanodiol.

Uma vez que a transferéncia de massa pode ser afetada pelo tempo em que o sistema
permanece em agitagdo e, consequentemente, apresentar diferencas na extra¢do do 2,3-BDO,
um breve estudo foi realizado utilizando um vortex de 2800 rpm e tempos de agitagdo de 1 a 8
min no SAB PEG 4000-fosfato. A Figura 8 apresenta o resultado obtido com relagdo a

recuperagao e ao coeficiente de parti¢ao.
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Figura 8: Estudo do efeito do tempo de agitacdo sobre recuperagdo (YT %) e o coeficiente de
parti¢do (K) do 2,3-BDO no SAB PEG 4000-fosfato.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
Notas: Colunas identificadas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 95% de confianga.

Durante a agita¢do o sistema se torna homogéneo e a concentragdo de 2,3-BDO ¢ a
mesma em toda a solucdo, ap0ds o sistema atingir o equilibrio, a tensdo superficial muda, assim
como a viscosidade, a densidade e a tensdo interfacial, logo o 2,3-BDO comeca a direcionar
para uma das fases do SAB. Na Figura 8 observa-se que os tempos de agita¢ao estudados ndo
interferiram na particdo e recuperagdo do 2,3-BDO. A dispersdo de dois liquidos imisciveis
pode ser alcancada através de agitagdo mecanica, essa dispersao ¢ influenciada tanto pelo tempo
quanto pela intensidade da agitacdo. Quanto maior o cisalhamento, menores sdo as gotas
formadas e maior ¢ a velocidade de difusdo dessas gotas, o que facilita a mistura da solugdo
com o solvente e melhora a transferéncia de massa no sistema (OLIVEIRA, 2010). Portanto,
como o tempo de agitacdao ndo interferiu na extracdo do 2,3-BDO, elegeu-se o menor tempo,
que corresponde a 1 minuto, para o preparo do SAB constituido por 36,22 % (m/m) de PEG
4000 e 4,47 % (m/m) de fosfato.

3.3  CONSIDERACOES PARCIAIS

O objetivo desse capitulo foi analisar o desempenho da extragdo do 2,3-BDO em
diferentes sistemas aquosos bifasicos formados por polimero e sal. Para esse fim foi analisado
se o tipo de sal, a massa molar do PEG e a concentragdes desses constituintes no SAB mudariam

os valores do coeficiente de parti¢ao (K) e da recuperacao do 2,3-BDO (Y1%) no sistema.
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Os resultados obtidos para a recuperacio do 2,3-BDO na fase de topo dos SAB’s PEG-
citrato, PEG-sulfato e PEG-fosfato mostram que de uma maneira geral a concentracdo de sal
no sistema foi um fator que interferiu na recuperagdo do 2,3-BDO. Os melhores valores de Y1%
foram obtidos nos sistemas formados com menor concentracao de sal, ou seja, que apresentaram
um maior volume livre na fase de topo para o 2,3-BDO interagir. A varia¢ao da concentragao
de PEG no SAB ndo afetou a recuperacdo do 2,3-BDO na fase de topo. Os resultados obtidos
no Teste de Tukey dos sistemas PEG-sulfato e PEG-fosfato, mostraram que a massa molar do
PEG influenciou o valor de Y1%. Os sistemas formados com PEG 4000 tiveram melhores
valores de Y1%, no geral polimeros com menor massa molar possuem viscosidade mais baixa,
essa condicdo favorece a transferéncia de massa no SAB. O tipo de sal foi um fator significativo
na recuperacao do 2,3-BDO, os maiores de valores de Y1% foram obtidos no SAB PEG 4000-
citrato 97,3 % e PEG 400-fosfato 94,2 %, esses dois sais possuem maior poder salting-out, logo
aumentaram a recuperacao do 2,3-BDO na fase de topo.

Outro parametro utilizado para avaliar o desempeno da extrag¢do do 2,3-BDO no SAB
foi o coeficiente de particdo. A concentracao de sal influenciou o coeficiente de particdo do 2,3-
BDO no SAB. Os melhores valores de K foram obtidos nos sistemas com maior concentragao
de sal, isso devido ao aumento o efeito salting-out. A concentragao de PEG afetou o coeficiente
de parti¢do do 2,3-BDO apenas no SAB formado por PEG-fosfato, nesse sistema o aumento da
concentragdo de PEG resultou num incremento no valor de K em 22% no SAB formado com
PEG 4000-fosfato e de 59 % no PEG 6000. O tipo de sal utilizado no preparo do SAB também
interferiu no valor de K. Os sistemas formados pelos sais fosfato e citrato, que possuem maior

poder de solvata¢do, foram os que apresentaram melhores valores para o coeficiente de parti¢ao

do 2,3-BDO.

A partir analise de todos os dados obtidos no estudo do desempenho da extra¢do do
2,3-BDO no SAB polimero-sal, conclui-se que a melhor condi¢do para a extragao do 2,3-
butanodiol foi no SAB constituido por 36,22 % (m/m) de PEG 4000 e 4,47 % (m/m) de fosfato
de potassio e preparado com 1 minuto de agitacdo. Nesse sistema, os valores médios de YT %

e K foram iguais a 94,2 % ¢ 2,37 (137 %).
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4 SEPARACAO DO 2,3-BUTANODIOL CONTIDO NO SISTEMA AQUOSO
BIFASICO

Este capitulo apresenta o estudo da separacdo e concentracdo do 2,3-butanodiol
extraido na fase de topo do sistema SAB PEG 4000-fosfato de potéssio utilizando membranas

comerciais de ultrafiltragdo, nanofiltracao ¢ osmose inversa.

4.1  MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Reagentes e solucdes

Etanol PA 99% (Synth) foi utilizado para condicionar as membranas. Nos ensaios de
rejeicdo de componentes pelas membranas, foram utilizadas solugdes modelo de PEG 4000 Da
e de 2,3-butanodiol 90 gmol! adquiridos na Synth (Brasil) e Sigma-Aldrich (Brasil)
respectivamente.

A alimentacdo utilizada nos ensaios de permeagdo do SAB consistiu na fase de topo
do sistema PEG 4000-fosfato diluida 10 vezes, sendo as concentra¢cdes médias dos constituintes

as seguintes: 0,8 g L' de 2,3-BDO ¢ 30 g L' de PEG 4000.

4.1.2 Membranas utilizadas

Membranas comerciais de ultrafiltracdo, nanofiltracio e osmose inversa foram
estudadas para as etapas de separacdo e concentracdo do 2,3-BDO contido no SAB. As
principais caracteristicas de cada membrana estdo descritas na Tabela 12. As membranas foram
escolhidas com base nas caracteristicas da alimentag¢do, a massa molar do PEG 4000 Da e do
2,3-BDO, 90,12 gmol'. Além disso, poucos estudos abordam o uso de membranas na

separacdo do 2,3-BDO contido em SAB ou em meios fermentados.

Tabela 12: Caracteristicas das membranas utilizadas nos ensaios de permeagao.

(continua)
Membrana UHO004 NPO10 BW30
Fabricante Microdyn-Nadir Microdyn-Nadir Dow Filmtec
Material PESH PES PA

MMC (kDa) 4,0 1,2% n.d
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Permeéncia (L h'! m™ bar!) >17,0 >5,0 n.d
Retencdo % 92-99° 35-75° 99,5¢

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
Notas: PESH - Poliétersulfona hidrofila; PES — Poliétersulfona; PA — Poliamida; a - soluto teste Dextran 10 %;
b- soluto teste Na;SOy; ¢ - soluto teste NaCl; n.d — ndo disponivel; *apds operar com 40 bar

4.1.3 Aparato experimental

Os ensaios de permeacdo foram realizados em uma célula de filtragdo dead-end
confeccionada com ago inoxidavel, com capacidade volumétrica de 200 mL e area filtrante util
de 0,00145 m?. Para minimizar a formagdo da camada polarizada e do fouling, uma barra
magnética foi colocada no interior da célula de filtragdo a uma distancia de 0,5 cm da superficie
da membrana, que foi mantida sob agitacdo durante todo o experimento (500 rpm). A forca
motriz dos ensaios de permeacao foi a pressao exercida pela inje¢ao de gas nitrogénio na parte
superior da célula. A pressao foi regulada por um mandmetro (0-15 bar) acoplado a um cilindro
de gés. O permeado foi coletado por uma valvula micrométrica coletora on-off (Swagelok,
modelo SS-42GS4). A Figura 9 representa o diagrama esquematico do aparato experimental

utilizado nesse trabalho.

Figura 9: Esquema do sistema de filtracdo dead-end utilizado nos ensaios de permeagao.

Ma;oTeltro_’ Valvula
igita despressurizagao

Alimentagdo

Valvula '
reguladora ~—*> C_elula_de
de pressao filtragao
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Membrana

Agitador —»
magnético

......... "< «— Coletor
permeado

Fonte: Adaptado de Proner, 2018.
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4.1.4 Estudo da rejeicio das membranas ao PEG 4000

Para determinar qual membrana seria mais adequada para separar o PEG e 0 2,3-BDO,
foram realizados ensaios de rejei¢ao do PEG pelas membranas UH004 e NP010. Nessa etapa
utilizou-se solugdes aquosas de PEG 4000 numa concentragio média de 30 g L™!, é importante
salientar que essa concentragdo do PEG 4000 nos ensaios de rejeicao foi definida a partir de
testes preliminares de filtragdo do SAB. A fase de topo do SAB possui uma concentragao
elevada, aproximadamente 300 g L!. Devido a limitagdes operacionais, a maxima pressio
atingida pelo aparato experimental era de 11 bar. Para reduzir a pressdo osmotica da
alimentacdo e assim permitir a opera¢do do sistema a uma pressdo mais baixa, a fase de topo
do SAB foi diluida em 10 vezes ficando com uma concentragio média de 30 g L™!.

As membranas utilizadas nos ensaios de rejeicdo foram previamente condicionadas em
etanol PA 99% por 2 horas, enxaguadas com agua destilada e posteriormente mantidas
submersas em agua destilada por 12 horas. Em seguida, realizou-se o procedimento de
compactacdo de cada membrana, UH004 a 6 bar por 1 hora e NP0O10 a 11 bar por 2 horas. A
Figura 10 mostra um fluxograma das etapas seguidas na determinacdo da rejeicdo das

membranas ao PEG.

Figura 10: Fluxograma do estudo de rejeicdo do PEG 4000 pelas membranas UH004 (a) e

NP010 (b).
Condicionamento da membrana Condicionamento da membrana
UH004 NPO10
Compactagdo da membrana Compactagdo da membrana
(6 bar) (11 bar)
Permeancia hidraulica Permeancia hidraulica
(5,4 e 3 bar) (9, 6 e 4 bar)
Permeacgdo do PEG 4000 30 g L! Permeagdo do PEG 4000 30 g L!
(6, 5 ¢ 4 bar) por 60 minutos (11, 10 e 9 bar) por 60 minutos

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

O fluxo de permeado (J) corresponde a vazao do permeado por unidade de area (L h

''m?), calculado de acordo com a Equagdo 10:
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= (10)

Sendo: Vp o volume de permeado coletado por um tempo ¢ (horas), e 4 a area de
permeagdo da membrana (m?).

Apo6s a compactacao, foi determinada a permeancia hidraulica a partir do coeficiente
angular resultante do ajuste linear dos valores de fluxo de permeado versus pressao de operacao.
Os fluxos de permeado foram medidos a cada dez minutos até obten¢do de valores constantes
(trés medidas consecutivas com diferenca menor ou igual a 5 % entre elas).

Definida a permeancia hidraulica da membrana, iniciou-se a etapa de permeacao da
solucdo aquosa de PEG 4000 para o estudo de sua rejei¢do pelas membranas. Nessa etapa
avaliou-se o efeito da variacdo da pressdo sobre a rejeicdo do PEG. Trés diferentes pressdes
foram estudadas para cada uma das membranas. Para os calculos da rejei¢do da membrana ao
PEG 4000, foram coletadas aliquotas do permeado a cada 10 minutos. A rejei¢ao observada foi

calculada de acordo com a Equagdo 11:

Rops =1—-2 (11)

Sendo: C, a concentragdo do soluto no permeado e C» a concentragdo do soluto na alimentagao.
4.1.5 Quantificacdo do PEG 4000

A concentragdo do PEG foi determinada por refratometria. Utilizou-se o refratometro
manual da Quimis Q767A1 para medir o indice de refracio das solugdes (em °Brix). Uma curva
de calibragdo foi construida para tornar possivel a determinagao da concentragao de PEG.
4.1.6 Estudo da rejeicdo das membranas ao 2,3-butanodiol

Para avaliar a rejeicdo das membranas ao 2,3-BDO, foram reproduzidas as etapas de

condicionamento das membranas, compactacao e permeancia hidraulica nas mesmas condigdes

descritas na Secdo 4.1.4. As etapas estdo esquematizadas na Figura 11.
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Figura 11: Fluxograma do estudo de rejeigao do 2,3-BDO pelas membranas UH004 (a) e

NPO010 (b) e BW30 (c).
Condicionamento da Condicionamento da Condicionamento da
membranana UH004 membrana NP010 membrana BW30
Compactagdo da membrana Compactagdo da membrana Compactacao da membrana
( 6 bar) (11 bar) (11 bar)
[ Permeancia hidraulica | [ Permeancia hidraulica | [ Permeancia hidraulica
| (5, 4 e 3 bar) N (9, 6 ¢ 4 bar) J (9, 6 ¢ 4 bar)

s ™\ s ™\ . ™\
Permeacdo solugao de 2,3- Permeacao solugao de 2,3- Permeacio solucgdo de 2,3-
BDO 2 g L' (5 bar) por BDO 2 g L' (9 bar) por BDO 2 g L' (9 bar) por
60 minutos 60 minutos 60 minutos
. J . J \ J

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

As membranas UH004 e NP010 foram caracterizadas para avaliar o possivel uso na
etapa de separagdo, na qual se deseja uma baixa rejeicao ao 2,3-BDO e alta rejeicdo ao PEG.
Além dessas duas membranas, uma membrana de osmose inversa (BW30) foi testada buscando
seu uso na etapa de concentragao caso tivesse alta rejei¢ao ao 2,3-BDO.

Para esse estudo, utilizou-se solu¢des aquosas de 2,3-BDO numa concentragdo média
de 2 g L', essa concentragio foi determinada a partir de testes preliminares de filtragio do SAB.
Como descrito na se¢ao 4.1.4, a fase de topo do SAB possui uma concentragdo elevada de PEG
4000, foi necessario a diluicdo da fase de topo do SAB em 10 vezes para reduzir a pressao
osmotica da alimentagdo e possibilitar a filtragdo do SAB. O 2,3-BDO no permeado foi

quantificado de acordo com o procedimento descrito na se¢do 3.1.6.

4.1.7 Separacio e concentracio do 2,3-butanodiol a partir do sistema PEG 4000-

fosfato

Ap6s os testes de rejeicao de PEG e 2,3-BDO selecionou-se a membrana NPO10, que
apresentou a melhor rejeicao ao PEG e uma baixa rejeicao para o 2,3-BDO. Posteriormente, o
2,3-BDO foi concentrado pela membrana de osmose inversa BW30. A Figura 12 ilustra o

processo separagao e concentracao do 2,3-DO proposto nesse trabalho.
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Figura 12: Diagrama do processo de separagdo e concentracao do 2,3-BDO extraido no SAB.

Retido rico
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—_— NP210 15 mL
FRV =2 T

Permeado rico
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!

15 mL
Permeado H,O

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

Os procedimentos de compactacdo, determinagdo do fluxo de permeado e da
permeancia hidraulica da membrana NP010 foram realizados conforme descrito na se¢do 4.1.4.
A alimentagdo utilizada nos ensaios consistiu na fase de topo do sistema PEG 4000-fosfato
diluida 10 vezes, totalizando um volume de 60 mL. As concentracdes médias dos constituintes
na alimentagio foram iguais a 0,8 g L' de 2,3-BDO ¢ 30 g L' de PEG 4000.

A etapa de separacdo foi realizada sob agitagdo, 500 rpm e pressao constantes a 9 bar.
Utilizou-se fator de reducao volumétrico (FRV) igual a 2. Os ensaios foram realizados em
triplicata. Para a obtencdo da curva de fluxo permeado da solucdo ao longo do tempo de
filtragdo, aliquotas de permeado foram coletadas a cada 10 minutos. Ao final do processo
aliquotas de permeado e retido foram coletadas e analisadas para determinar a concentragdo de
PEG e 2,3-BDO.

Para a etapa de concentra¢do do 2,3-BDO, a membrana BW30 foi previamente
condicionada conforme descrito na secdo 4.1.4. Em seguida, realizou-se o procedimento de
compactagdo a 11 bar. O fluxo permeado foi medido a cada 10 minutos até obtencao de valores
constantes (trés medidas consecutivas com diferenca entre elas menor ou igual a 5 %) e foram
calculados de acordo com a Equagdo 10. A permeancia hidrdulica foi obtida a partir do
coeficiente angular resultante do ajuste linear dos valores de fluxo de permeado versus pressao.

A alimentacao utilizada nos ensaios de concentracdo do 2,3-BDO consistiu nos 30 mL
de permeado da NPO10 obtido na etapa anterior. A concentragdo média do 2,3-BDO na

alimentacdo foi de 0,8 g L'!. A permeagio foi realizada sob agitagio de 500 rpm e pressio
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constante a 9 bar. Utilizou-se fator de reducao volumétrico (FRV) igual a 2. Os ensaios foram
realizados em duplicata. Ao final do processo aliquotas de permeado e retido foram coletadas

e analisadas para determinar a concentragdo de PEG e 2,3-BDO.
4.1.8 Determinacio do fouling

Ao final das permeacdes, foi realizado o procedimento de limpeza fisica que consistiu
na utiliza¢do de 30 mL de agua ultrapura, sob agitacdo, 500 rpm, por 10 minutos, mantendo a
membrana acoplada na célula, sem pressurizar. Apos o procedimento de limpeza, mediu-se a
permeancia hidraulica para obter a recuperacdo do fluxo permeado (Ry) de d4gua em relagdo ao

inicial, conforme Equagao 12.

Py
Ry (%) =% 100 (12)
i

Sendo Pr a permeancia apds a limpeza fisica e P;a permeancia inicial.
4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.2.1 Rejeicao das membranas UH004 e NP010 ao PEG 4000

As membranas NP010 e UH004 foram selecionadas com base na massa molar do PEG
4000 Da. A membrana UH004 possui MMC de 4000 Da, ou seja, 92 a 99 % do soluto ¢ retido
pela membrana de acordo com os dados do fabricante (Tabela 12). A membrana NP010 possui
massa molar de corte (MMC) 1200 Da quando compactada em pressdes maiores que 40 bar,
porém devido a limitagdes operacionais a pressdo maxima alcancada nos ensaios de
compactagdo foi de 11 bar.

A Figura 13 apresenta o comportamento do fluxo de permeado com a variacdo da
pressao para as duas membranas. Os dados foram utilizados para obter a permeéncia hidraulica

das membranas novas, ou seja, antes de realizar os testes com o sistema SAB.
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Figura 13: Permeancia hidraulica inicial das membranas UH004 ¢ NP010.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

A permeancia hidraulica das membranas UH004 e NP010 sdo iguais a 14,39 e
7,34 L m™ h'!, respectivamente. O maior valor de permeancia para a membrana de ultrafiltragio
era esperado, uma vez que esse parametro depende, dentre outros fatores, das caracteristicas
morfoldgicas da membrana. Como a UH004 apresenta maior massa molar de corte (relacionada
ao tamanho dos poros), o fluxo de dgua por essa membrana ¢ maior porque hd uma menor
resisténcia ao transporte de agua.

O desempenho das membranas UH004 e NPO10 com relagdo a rejeicdo ao PEG 4000
foi investigado sob diferentes pressdes, para analisar se a variagdo do fluxo de permeado
interferiria na rejeicao do soluto. A Figura 14 mostra o perfil do fluxo de permeado ao longo

do tempo para diferentes pressoes.
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Figura 14: Fluxo permeado obtido nas membranas UH004 (a) e NP010 (b) durante os ensaios
de rejeicao do PEG 4000 (30g/L) em diferentes pressoes.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

A membrana UH004 apresentou fluxo permeado entre 12 ¢ 23 L m™ h'! para as trés
pressdes de alimentacdo avaliadas, enquanto a NP0O10 apresentou fluxo de permeado igual a 15
L m? h'! nos ensaios com pressdo a 9 bar, e proximo a 7 L m? h'! para as pressdes de 10 e
11 bar. Nota-se que o unico caso em que houve variagdo do fluxo permeado com o tempo € o
da membrana de ultrafiltragdo operando a 4 bar, a qual apresentou reducao do fluxo de cerca
de 30 % do inicio até o final do teste. Apesar dessa reducdo ser consideravel, ndo ¢ possivel
relacionar com alguma alteracdo do processo, uma vez que a concentragdo de soluto na
alimentac¢do se manteve constante em 10,37 g L™!. A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos

com relagdo a rejeicao das membranas ao longo do tempo e para cada pressao testada.
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Tabela 13: Rejei¢do observada (Robs %) nas membranas UH004 e NP0O10 para o PEG 4000
(30 g L) nas diferentes pressdes estudadas.
Membrana UH004 Membrana NP10

6 bar 5 bar 4 bar I1bar 10bar 9 bar 9 bar
Robs (%) Robs (%) Robs (%) Robs (%) Robs (%) Robs (%) Robs (%)

Tempo de

permeacio (min)

10 20,0 57,0 64,0 80,0 50,0 93,0 87,0
20 13,0 64,0 64,0 67,0 38,0 87,0 87,0
30 13,0 64,0 64,0 60,0 31,0 87,0 80,0
40 33,0 64,0 64,0 60,0 31,0 87,0 80,0
50 33,0 64,0 57,0 53,0 38,0 87,0 80,0
60 33,0 64,0 64,0 53,0 38,0 87,0 80,0

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

Pode-se observar que a rejeigdo das membranas UHO004 e NPO10 variou
consideravelmente ao utilizar pressdes diferentes. Para a membrana UHO004, a rejeicao ao PEG
4000 aos 60 minutos foi de 33 % na pressao de 6 bar, e de 64 % nas pressdes de 4 e 5 bar.
Assim, ndo ha indicios de que o aumento do fluxo permeado pelo aumento da pressao tenha
afetado a rejeicdo da membrana de ultrafiltragdo. Provavelmente, um dos motivos para a baixa
seletividade das membranas ao PEG 4000 seja a variacao do tamanho molecular do soluto. O
PEG adquirido para os experimentos possui massa molar média de 4000 Da, mas essa massa
molar pode ser dispersa, apresentando fragcdes de tamanhos menores que 4000 Da. No PEG
6000 por exemplo, adquirido na mesma empresa, a massa molar do produto varia de 5400 a
6600. No caso do PEG 4000 Da o fabricante ndo informa quanto ¢ essa dispersao de massa
molar. A estrutura da molécula também ¢ um fator importante na rejei¢do do soluto pela
membrana. O PEG 4000 ¢ um polimero linear, o que pode facilitar seu transporte através da
membrana. Se um soluto tem uma menor massa molar e uma conformagao globular, esse pode
apresentar uma rejeicao maior pela membrana (BAKER, 2012).

A rejeicao da membrana NP010 aos 60 minutos foi igual a 87 % e 80 % na pressao de
9 bar, e igual a 38 % e 53 % nas pressdes de 10 e 11 bar. O processo de nanofiltragdo tem como
forca motriz a diferenga de pressdo através da membrana (AP). O aumento do AP favorece o
fluxo convectivo de soluto e solvente através da membrana e também pode intensificar o
aumento da concentracao de soluto proximo a superficie da membrana, criando uma resisténcia
ao escoamento e levando a formagao de fendmenos como a polarizagdo por concentracdo. Tanto

o aumento do fluxo convectivo de soluto quanto a formagao da camada polarizada, sdo fatores
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que interferem no desempenho da membrana pois podem reduzir sua seletividade, que ¢ medida
através da Robs, € 0 seu fluxo permeado. Na Figura 14 (b) observou-se que o melhor desempenho
da NP010 foi no menor AP (9bar) sendo a Robs de 87 % e o fluxo permeado de 15 L h' m2 O
aumento AP na NP0O10 resultou na redugdo do desempenho da membrana, o fluxo permeado
para as pressdes de 10 e 11 bar foi proximo a 7 L h™! m™. Mesmo que nio tenha sido observada
uma relacao direta entre aumento AP e o valor de Robs, houve a reducao da seletividade da
NPO010 nas pressdes maiores, de 10 e 11 bar, a Robs foi de 38 % e 53 % respectivamente. Os
resultados obtidos sdo indicios de que o aumento do AP na NP010 pode ter favorecido o fluxo
convectivo de PEG 4000 através da membrana, reduzindo sua seletividade.

A rejeicdo relativamente melhor da NPO10 era esperada, uma vez que a membrana
possui massa molar de corte menor que a de ultrafiltracdo. Nesse caso, mesmo nao realizando
a compactacao a 40 bar, para trabalhar com MMC 1200 Da como informado pelo fabricante,
obteve-se uma boa seletividade para o PEG 4000. O transporte de solutos pela membrana de
nanofiltragdo ¢ complexo, diferentes mecanismos estao envolvidos. A convecgdo ¢ um deles, e
ocorre devido a diferenga de pressao aplicada no processo. A difusao ocorre devido ao gradiente
de concentragdo através da membrana. Outros mecanismos estariam ligados as repulssdes
eletrostaticas que podem existir entre a superficie de uma membrana e o soluto. As propriedades
do soluto como hidrofobicidade, massa molar, e constante de ionizacdo também interferem na
rejei¢do e transporte de soluto pela membrana (MULDER, 1996). E provavel que as interagdes
entre soluto ¢ membrana nao tenham grandes contribui¢des sobre a rejeicdo do PEG na
membrana de nanofiltragao, pois ela € de polietersulfona, na qual os grupos sulfonicos conferem
uma ligeira carga negativa para essa membrana, enquanto o PEG 4000 ¢ um composto nao

10nico, neutro.

4.2.2 Rejeicio das membranas UH004, NP010 e BW30 ao 2,3-BDO

Os ensaios de rejeicdo das membranas UH004 e NP010 ao 2,3-BDO foram realizados
nas melhores condigdes de processo obtida na rejeicao do PEG 4000, ou seja, aquele com maior
reten¢ao de PEG A seletividade do 2,3-BDO na membrana de osmose inversa BW30 também
foi analisada, conforme proposto (Figura 11), o processo envolve a separagdo e concentragao
do 2,3-BDO extraido no SAB. A rejeicdo observada das membranas ao 2,3-BDO ¢ apresentada
na Tabela 14.
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Tabela 14: Rejei¢ao observada (Robs) nas membranas UH004 (5 bar), NP010 (9 bar) e BW30
(9 bar) para 0 2,3-BDO (2 g L.

Tempo de UHO004 NP010 BW30
permeacio (min) Robs (%) Robs (%) Robs (%)
10 0,0 2,0 88,0
20 0,0 4,0 88,0
30 0,0 4,0 88,0
40 0,0 2,0 88,0
50 2,0 4,0 88,0
60 0,0 0,0 88,0

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

Observa-se que as membranas UH004 e NPO10 apresentaram bons resultados para a
rejeicdo do 2,3-BDO, sendo os valores de Robs igual ou muito proxima a zero, resultado
condizente, considerando que a massa molar do 2,3-BDO ¢ pequena, 90 g mol™!, comparada a
massa molar de corte das membranas. Como discutido anteriormente, os mecanismos de
transporte nas membranas de nanofiltracdo sdo mais complexos e dependem de varios fatores,
entre eles carga de superficie da membrana e as propriedades do soluto, por exemplo,
hidrofobicidade e constante de ionizagdo. Numa membrana NF que tem grupos carregados
negativamente ligados ao polimero, moléculas que também possui carga negativa, tém uma
rejeicdo maior que aquelas que possuem carga positiva. Esse fendmeno de interacdo entre
membrana e soluto em fun¢do das cargas e polaridade da particula ¢ denominado efeito de
exclusdo de Donnan (BAKER, 2007; KUCERA, 2010). A constante de ioniza¢ao do 2,3-BDO
é baixa pKa = 14,9 (Tabela 1) e a solugiio aquosa de 2,3-BDO (2 g L) utilizada nas permeagdes
possui pH =4,4. Se o pH da solu¢do ¢ menor que o pKa do 2,3-BDO, uma fragdo muito pequena
do 2,3-BDO se encontra na forma ionizada, de base conjugada. Essa pequena fra¢do ionizada,
que apresenta carga negativa pode ter sido repelida pela membrana que também possui carga
negativa, o que pode ter contribuido para a rejei¢ao de 2,6 % da NP010.

A membrana BW30, ¢ uma membrana de osmose inversa (OI), cuja rejei¢do ao NaCl
(58,44 g/mol) ¢ igual a 99,5 % de acordo com o fabricante. Para o 2,3-BDO, a membrana
apresentou rejei¢ao igual a 88 %, um pouco abaixo do verificado na literatura. Davey et al.,
(2016) trabalharam com a purificacdao e concentracao de 2,3-BDO de meio fermentado. Nos
estudos de seletividade de membranas, os autores observaram uma rejei¢do de 96 % e
permeéncia hidraulica de 1,27 kg h'! m? bar para o mesmo tipo de membrana (BW30). A
permeancia ¢ calculada a partir do coeficiente angular resultante do ajuste linear dos valores de

fluxo de permeado versus pressdao de operagao. O valor de permeancia hidraulica obtida nesse
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trabalho foi trés vezes maior (3,87 L h! m? bar). Esse fato pode estar relacionado a menor
pressdo de compactacdo e operacdo utilizada nos testes, interferindo nas medidas de
permeabilidade hidraulica e seletividade. A Tabela 15 mostra uma sintese do desempenho das

membranas na permeagdo do PEG 4000 e do 2,3-BDO.

Tabela 15: Comparativo da permeancia e rejei¢ao observada nas membranas UH004, NP010 e
BW30 para o PEG 4000 (30 g L") e 2,3-DBO (2 g L™").

. Permeincia PEG 4000 2,3-BDO
Membrana Pressao (bar) (L/h m? bar) Robs (%) Rooe (%)
UHO004 5,0 13,9 64,0 0,0
NPO010 9,0 7,3 87,0 2,6
BW30 9,0 3,9 i 88.0

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

Assim, dentro das condic¢des investigadas, as membranas com melhor desempenho
para o downstream do 2,3-BDO extraido no SAB sdo: a membrana NPO10 para etapa de

separacao do 2,3-BDO do PEG e a membrana BW30 para a etapa de concentragdo do 2,3-BDO.

4.2.3 Separacio e concentracao do 2,3-butanodiol contido na fase de topo do SAB

Apo6s avaliar a rejeigdo individual dos solutos presentes na fase de topo do SAB e
escolhida a condi¢do de operagdo, foram realizados os ensaios de permeagao dessa mistura de
constituintes como descrito na se¢do 4.1.7 e na Figura 11. Os resultados obtidos nas etapas de

separagdo e concentragdo do 2,3-BDO sdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16: Rejei¢ao observada nas membranas NP010 e BW30 na separacdo e concentracao
do 2,3-DBO extraido no SAB PEG 4000-fosfato.

NP010 BW30
Soluto
Alimentacgdo (g Permeado (g Retido Robs Permeado Retido Robs
L") L") (gL (%) (gL (gL (%)
2,3-BDO 0,93 + 0,02 0,82 +£ 0,01 0,73+0,02 11,92 0,00+ 0,00 1,32+0,00 100,00

PEG 4000 42,87+2,40 17,98 +3,17 68,46 +3,59 58,07 0,00+ 0,00 31,11+5,49 100,00

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

E importante salientar que, conforme comentado nos materiais ¢ métodos, a
alimentagdo consistiu na fase de topo do sistema SAB, diluida em 10 vezes. Esse ajuste foi

necessario para reduzir a pressdo osmotica da alimentagdo e assim permitir a operacdo do
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sistema a uma pressao mais baixa. Devido a limita¢cdes operacionais, a maxima pressao atingida
pelo aparato experimental era de 11,2 bar. Além disso, quando se aumenta muito a concentragao
de soluto na alimentacdo hé o favorecimento da formacao de camada gel e do fouling. Esses
fendmenos prejudicam o desempenho da membrana, pois levam ao decréscimo de fluxo
permeado, devido ao aumento da pressdo osmotica na superficie da membrana, e também
promovem a redu¢do da seletividade, devido ao aumento da passagem de soluto através da
membrana.

Na Tabela 16 observa-se que a rejei¢ao do 2,3-BDO na NP010 ficou acima dos 2,6 %
obtidos no teste com o soluto puro. A presenca de sais fosfato na fase de topo do SAB pode ter
interferido na rejeicao do 2,3-BDO, assim como as intera¢des entre PEG e 2,3-BDO também
podem ter contribuido para esse comportamento. Nos ensaios de extracdo utilizando o SAB
observou-se a afinidade que ha entre o 2,3-BDO e o PEG. O 2,3-butanodiol é um dialcool,
possui duas hidroxilas ligadas a cadeia de carbono, portanto ¢ uma molécula polar, soluvel em
agua, assim como o PEG. O sal fosfato de potassio utilizado no preparo do SAB sofre
dissociacdo quando dissolvido em 4gua, liberando uma determinada quantidade (mol) de cation
e anion. E provavel que esses ions afetem as interagdes entre soluto-soluto e as interagdes entre
soluto membrana (MORITA, 2007).

Por outro lado, a rejeicdo da membrana NP010 ao PEG 4000 ficou abaixo dos 87 %
observados nos ensaios de rejeigdo com esse o soluto puro. E provavel que, por ter sido
determinada por refratometria (seg¢do 4.1.5), a concentragdo de PEG tenha sido afetada pela
presenca do 2,3-BDO, tanto na alimentagdo como no permeado. Mesmo em pequenas
concentragdes de 2,3-BDO (0,2 g L), o refratometro apresenta sensibilidade a sua presenca
por atuar a partir do indice de refragdo. Portanto, nesse ensaio de filtracdo da fase de topo do
SAB, ¢ possivel que os valores de concentragdo de PEG estejam superestimados. Para
investigar melhor esse fato, a area relativa do PEG foi medida em HPLC e uma comparagao
entre as amostras foi feita. Foi possivel observar que houve uma redugdo de 73 % da area
relativa do PEG no permeado, o que condiz mais com os estudos de rejei¢ao individual desse
soluto. A Figura 15 mostra o comportamento do fluxo permeado e da rejei¢do das membranas

NPO10 e BW30 ao PEG.
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Figura 15: Fluxo de permeado e rejeicao observada para o PEG 4000 nas membranas NP010
(a) e BW30 (b) na filtragdo do SAB PEG 4000-fosfato.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)
Notas: Condig¢des de operacdo: 25 °C, 9 bar, agitagdo magnética 500 rpm.

Tanto a membrana NP0O10 quanto a BW30 ndo apresentaram quedas relevantes no
fluxo de permeado e na rejeicdo ao longo do tempo, o que indica que ndo houve polarizagao
por concentragdo acentuada e fouling. As membranas de NF sdo mais fechadas e estio menos
suscetiveis a incrustacdo. De acordo com Baker (2004), a queda de fluxo nas membranas de
MF ¢ mais acentuada que nas membranas de UF e NF, porque as membranas de MF apresentam
maior diametro de poro o que facilita a entrada de solutos de varios tamanhos e contribui para

0 aumento da incrustagao.
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4.2.4 Recuperacio do desempenho das membranas apdés permeacio do SAB

Ap0s os experimentos de permeacdo do SAB, as membranas foram lavadas com dgua
destilada e o fluxo de agua pura foi medido. A Figura 16 mostra os resultados de recuperagao
da permeancia hidraulica das membranas.

Os resultados apresentados na Figura 16 mostram que a membrana NP010 nao foi
afetada pelo fouling, pois ap6s a limpeza fisica, a permeancia foi totalmente recuperada. Por
outro lado, a BW30 foi mais afetada pelo fouling, uma vez que apds sua limpeza, apenas 80%
do fluxo inicial foi recuperado. A presenca dos sais fosfato de potassio na alimentagdo podem
ter contribuido para a formag¢do da incrustagdo nessa membrana. A polarizagdo por
concentragdo, explicada na se¢do 2.2.3, € inerente a todo processo de separacao por membranas;
esse fenomeno ¢é reversivel, porém, a sua ocorréncia pode dar origem a outros tipos de
fendmenos irreverssiveis como o fouling (HABERT et al., 2006). Vela et al. ( 2008) utilizaram
o modelo de Hermia para filtragdo dead-end e analisaram os mecanismos de incrustagdo em
membrana de ultrafiltragio com MMC de 15 kg mol™! na permeagio de PEG 35 kg mol™!. Os
autores observaram que durante os experimentos de ultrafiltragdo do PEG, diferentes
mecanismos de incrustacdo ocorreram, foi observado o bloqueio completo, o bloqueio
intermediario e a formacao da camada de torta.

Figura 16: Recuperacio da permeancia hidraulica das membranas NP010 e BW30 apds
procedimento de limpeza fisica.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho (2020)

A formacdo das incrustagdes aumenta os custos operacionais, pois gera uma maior

demanda de energia devido ao aumento aumento da pressiao de operagdo necessario para
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compensar a reducdo do fluxo de permeado. Limpezas mais frequéntes também sdo necessarias,
0 que aumenta os gastos com produtos quimicos e reduz significativamente o tempo de vida
util das membranas (MULDER, 1996). Nesse trabalho, apenas a limpeza fisica utilizando agua
destilada foi suficiente para recuperar 100 % da permeancia inicial da NP0O10, um indicio de
que o processo de separagdo tenha sido mais brando, o que talvez acarrete numa maior vida ttil

dessa membrana.

43  CONSIDERACOES PARCIAIS

O objetivo desse capitulo foi investigar o desempenho de diferentes membranas
poliméricas na etapa de purificacdo do 2,3-BDO extraido em sistema aquoso bifasico formado
por PEG-fosfato de potassio. O desempenho das membranas UH004, NPO10 e BW30 foi
analisado em funcao das seletividades e fluxos.

Para etapa de separagao foram eleitas as membranas UH004 e NP010. Os resultados
obtidos, mostram que a membrana NP010 apresentou um desempenho melhor que a UH004 na
separagdo do 2,3-BDO extraido no SAB, pois além de apresentar alta rejeicao ao PEG, Robs de
87 % contra Robs de 64% na UH004, a NP010 teve um fluxo permeado (15 L h™¥ m? a 9 bar)
proximo a UH004 (23 L h'! m™ a 5 bar).

Constatou-se que na membrana UH004 a separacdo do PEG e do 2,3-BDO ocorreram
principalmente em fun¢ao da massa molar de corte da membrana (MMC), enquanto para a
membrana NP010 hé indicios de que fendmenos de interacdo entre soluto-soluto e soluto-
membrana, o efeito de exclusdo de Donnan, também tenham contribuido com a rejei¢ao do 2,3-
BDO uma vez que a membrana escolhida tem carga negativa assim como a solucao de 2,3-
BDO a pH 4,4. Também foi observado que a variacao do fluxo de permeado, feita através da
aplicacdo de diferentes pressdes transmembrana, interferiu na seletividade da NP010, enquanto
que nenhuma correlagdo entre variagdo de fluxo e rejei¢do do PEG foi observada para a
membrana UH004.

Os resultados mostraram que a NPO10 ¢ uma membrana com potencial para separagido
do 2,3-BDO extraido no SAB, pois além de apresentar uma boa seletividade, alta rejeicao ao
PEG e baixa rejei¢ao ao 2,3-BDO, a NP010 também exibiu um bom fluxo permeado, que ndo
sofreu reducdo expressiva ao longo do tempo. Na membrana NP0O10 houve recuperacio de 100
% do fluxo permeado inicial ap6s a limpeza fisica.

Para etapa de concentracao foi eleita a BW30, essa membrana apresentou uma boa
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seletividade ao 2,3-BDO extraido no SAB, a Robs foi de 100 %. Durante a concentracao do 2,3-
BDO, nao foi observada a redu¢do expressiva do fluxo permeado ao longo do tempo, porém
apos realizar a limpeza fisica dessa membrana, apenas 80 % do fluxo permeado inicial foi

recuperado, indicio da formagao de fouling.

5 CONCLUSOES

O objetivo desse trabalho foi avaliar se o sistema aquoso bifasico, formado por PEG-
sal, associado a tecnologia de separagdo por membranas seriam eficazes na extracdo e
purificagdo do 2,3-BDO.

Os resultados obtidos para a recuperagdo e coeficiente de parti¢ao do 2,3-BDO no SAB
formado por PEG-sal, demonstram que esses sistemas foram eficazes na extracao do 2,3-BDO.
A extragdo de moléculas em SAB ¢ um fendmeno complexo, nesse estudo conclui-se que varios
foram os fatores que contribuiram para a extracdo do 2,3-BDO. Os resultados obtidos
evidenciam a afinidade do 2,3-BDO pela fase polimérica do SAB, uma vez que K> 1,0 em
87,0 % dos ensaios realizados. O sistema que apresentou melhor desempenho na extragdo do
2,3-BDO foi o SAB constituido por PEG 4000-fosfato. Nesse sistema o coeficiente de particao
obtido foi 2,37, ou seja, a concentracdo de 2,3-BDO na fase de topo foi quase trés vezes maior
que a concentra¢do na fase de fundo, a recuperagdo também foi expressiva, chegando a 94,2 %.
Entre os fatores identificados que possibilitaram o melhor desempenho do SAB PEG 4000-
fosfato estdo o poder de solvatacao desse sal, que € maior que os demais, a concentracao dos
constituintes no sistema e a menor massa molar do PEG 4000 que podem ter interferido na
viscosidade das fases e consequentemente na transferéncia de massa do 2,3-BDO no sistema.

Para a etapa seguinte, de purificagdo do 2,3-BDO extraido no SAB, a proposta foi
utilizar diferentes processos de separagdao por membranas e investigar qual deles apresentaria o
melhor desempenho na separagdo e concentragdo do 2,3-BDO. Os resultados de desempenho
da permeagao, como permeancia hidraulica inicial, seletividade da membrana e fluxo permeado
mostraram que a membrana de nanofiltragdo NP010 apresentou um desempenho melhor que a
membrana de ultrafiltragdo UH004 na etapa de separagao do 2,3-BDO dos demais solutos
presentes no SAB. O melhor desempenho da membrana NP010 pode ser atribuido a sua menor
massa molar de corte 1200 Da ¢ a outros fendmenos de interacao entre soluto-soluto e soluto-
membrana que possivelmente contribuiram para a separagdo dos solutos presentes na

alimentacdo. A membrana BW30, utilizada na etapa de concentracdo do 2,3-BDO também
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apresentou um bom desempenho, pois além de apresentar uma alta seletividade, também exibiu
um bom fluxo permeado, que ndo sofreu redugdo expressiva ao longo do tempo. Os resultados
mostraram que as membranas NPO10 e BW30 s3o uma boa alternativa para separacio e
concentragao do 2,3-BDO extraido no SAB.

Por fim, com este estudo foi possivel concluir a associagdo do SAB com a tecnologia
de separa¢@o por membranas € uma proposta promissora de processo downstream do 2,3-BDO,
uma vez que ambas operagdes unitarias apresentaram resultados efetivos dentro das aplicagdes

propostas por esse trabalho.
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APENDICE A - Ensaios preliminares de extracio em sistema aquoso bifasico em

diferentes regioes dos diagramas de fase

Tabela Al: Ensaios preliminares em diferentes regides do diagrama do sistema constituido de
PEG 4000-citrato e PEG 6000-citrato.

Composigdo global do SAB PEG 4000 PEG 6000
. PEG ci:cra}to de v v v v v v
Ensaio Hf/"fr)l : sor(I111/(I)n ()% (mi) ( mE) Vr K (%T ) (mi) (mIi) Vr K (%T)

1 20,91 9,51 0,0063 0,0032 1,97 1,36 72,82 - - - - -
2 15,69 10,93 0,0050 0,0045 1,11 1,02 53,04 - - - - -
4 8,39 10,93 0,0037 0,0055 0,67 0,43 22,52 - - - - -
6 20,05 8,84 - - - - - 0,0055 0,0035 1,57 1,47 69,80
7 15,87 10,57 - - - - - 0,0045 0,0045 1,00 1,51 60,09
8 9,61 10,57 - - - - - 0,0037 0,0055 0,67 0,77 34,03

- ndo foi mensurado; nd: ndo formou sab

Tabela A2: Ensaios preliminares em diferentes regioes do diagrama do sistema constituido de
PEG 4000-sulfato e PEG 6000-sulfato

Composi¢ao global do SAB PEG 4000 PEG 6000
PEG  sulfato de
. s VT VF YT VT VF YT
Ensaio (%  amoénio (% Vi K o Vr K o
m/m) m/m) (mL)  (mL) (%) (mL)  (mL) (%)
1 16,00 9,00 0,0041 0,0054 0,80 1,20 47,60 - - - - -
2 11,50 10,90 0,0024 0,007 0,30 1,30 31,40 - - - - -
3 7,00 12,80 0,006 0,0035 1,70 1,10 65,40 - - - - -
4 23,00 6,00 0,0087 0,0008 10,88 1,21 92,95 - - - - -
5 15,00 9,00 0,0058 0,0037 1,57 1,01 61,31 - - - - -
6 7,50 12,00 0,0027 0,0065 0,42 0,99 29,19 - - - - -
7 12,21 11,99 0,0040 0,0055 0,73 1,20 46,51 - - - - -
8 15,88 14,05 0,0037 0,0055 0,67 1,47 49,76 - - - - -
9 20,00 16,12 0,0040 0,0050 0,80 1,77 58,61 - - - - -
10 18,00 8,00 - - - - - 0,0070 0,0030 2,70 1,10 75,30
11 12,75 10,00 - - - - - 0,0050 0,0050 1,10 0,90 49,70
12 7,50 12,00 - - - - - 0,0030 0,0070 0,50 1,50 40,70

- ndo foi mensurado; nd: ndo formou sab
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Tabela A3: Ensaios preliminares em diferentes regides do diagrama do sistema constituido de
PEG 4000-fosfato e PEG 4000-fosfato.

Composigao global do SAB PEG 4000 PEG 6000
. PEG fosfajto de v v v v v v
R AN v wh o K ey @ oen VK
1 25,68 13,93 nd nd nd nd nd - - - - -
2 23,33 16,08 nd nd nd nd nd - - - - -
3 16,84 13,93 0,0040 0,0045 0,89 1,68 59,95 - - - - -
4 11,28 11,86 0,0037 0,0055 0,67 1,02 40,77 - - - - -
5 8,48 13,93 0,0027 0,0060 0,45 1,11 33,36 - - - - -
6 38,22 4,04 - - - - - 0,0080 0,0010 8,00 2,05 94,26
7 38,22 6,6 - - - - - 0,0080 0,0015 5,33 1,95 91,23
8 33,16 5,31 - - - - - 0,0078 0,0012 6,50 1,42 90,22
9 28,14 4,04 - - - - - 0,0085 0,0010 8,50 1,08 90,17

- ndo foi mensurado; nd:

nao formou sab
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APENDICE B - Valida¢do dos modelos do DCCR nos SABs constituidos por PEG 4000-

sal

Tabela B1: Valores preditos versus experimentais de Yt % e K no SAB PEG 4000-citrato de

sodio.
- Yr(%)=287,38-1,97x;2 — 4,22x, + K=1,20+0,17x; + 0,22x> -
Composicao global do SAB 4.49%,%5 0.09% X2
PEG Citrato Y1 % Y% % K K %
(% m/m) (%m/m) predito experimental Erro predito  experimental  Erro
28,20 5,10 94,1 92,7+0,15 1,5 0,84 1,36 0,03 38,2
32,60 5,90 87,3 88,2+ 1,15 1,1 1,20 1,58+0,08 23,6

x; concentragdo de PEG 4000; X, concentragdo de sal

Tabela B2: Valores preditos versus experimentais de Yt % e K no SAB PEG 4000-sulfato de

amonio.
- Y1 (%) = 86,62 + 0,56x; - 0,91x,2 - K= 1,38 +0,15x; +0,09x,> +
Composigao global do SAB 4.38%, -0,64X" + 2.36X 1% 0.19x,

PEG Sulfato Y1 % predito Y% % K K %

% m/m %m/m TP experimental Erro redito  experimental  Erro
p p p

30,53 5,41 90,7 91,9 +0,53 1,3 1,18 1,40 + 0,02 15,5
32,40 6,30 86,8 86,0+0,17 0,9 1,37 1,60 + 0,03 14,0

x; concentracdo de PEG 4000; x, concentragdo de sal

Tabela B3: Valores preditos versus experimentais de Yt % e K no SAB PEG 4000-fosfato de

potassio.
- Y1 (%) =88,73 + 1,76x; + 0,60x,2 - K= 1,71 +0,29x, + 0,17x; -
Composi¢do global do SAB 2,90x; + 0,61x5* + 0,65x1X2 0,14x:x;
PEG Fosfato Y1 % Y% % Frro K K %
(% m/m) (Y%m/m) predito  experimental "° predito experimental  Erro
28,20 4,20 92,4 95,2+0,72 2,9 0,98 1,61 £0,02 37,0
32,60 5,90 88,7 87,7 +2,00 1,1 1,71 1,94 £ 0,25 11,0

x; concentracdo de PEG 4000; x, concentragdo de sal
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APENDICE C - Tabelas da Anilise de Varidncia (ANOVA) do DCCR para a
recuperacio e coeficiente de particio nos diferentes sistemas estudados, PEG-citrato,

PEG-sulfato e PEG-fosfato.

Tabela C1: Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para a recuperagao
do 2,3-BDO (YT %) em sistema PEG 6000/citrato de sédio.

Fonte de Variagao Soma dos Quadrados  Graus de Liberdade = Quadrado Médio F
Regressao 327,92 2 163,96 119,14
Residuos 11,01 8 1,38

Erro Puro 0,89 2 0,44

Total 338,93 10

Yr % =87,69 - 6,31x, + 1,22x,? Fs,=4,46
R2=96,75%

Tabela C2: Anélise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para a recuperagao
do 2,3-BDO (Yt %) em sistema PEG 4000/citrato de sddio.

Fonte de Variagao Soma dos Quadrados  Graus de Liberdade Quadrado Médio F
Regressio 247,75 3 82,58 7,06
Residuos 81,91 7 11,70

Erro Puro 11,69 2 5,84

Total 329,66 10

Y1 % =87,38 - 1,97x,2 - 4,22x;, + 4,49x x> Fr3=4,35
R2=175,15%

Tabela C3: Andlise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para o coeficiente
de parti¢do do 2,3-BDO (K) em sistema PEG 6000/citrato de sédio.

Fonte de Variagao Soma dos Quadrados Graus de Liberdade  Quadrado Médio F

Regressao 1,42 4 0,36 3,61

Residuos 0,59 6 0,10

Erro Puro 0,002 2 0,00

Total 2,01 10

K= 1,45-0,12x; - 0,65x, +0,51x2 2+ 0,36x1X> Fea= 4,53
R2=171,49%

Tabela C4: Andlise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para o coeficiente
de parti¢do do 2,3-BDO (K) em sistema PEG 4000/citrato de sédio.

Fonte de Variagao Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio F
Regressao 0,67 3 0,22 39,08
Residuos 0,04 7 0,01

Erro Puro 0,003 2 0,001

Total 0,71 10

K=1,20+0,17x; + 0,22x> - 0,09 x,x2 Fr3=4,35

R?=095,76%
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Tabela C5: Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para a recuperagao
do 2,3-BDO (YT %) em sistema PEG 6000/sulfato de amoénio.

Fonte de Variagdo Soma dos Quadrados Graus de Liberdade ~ Quadrado Médio F

Regressao 124,59 3 41,53 19,86

Residuos 14,64 7 2,09

Erro Puro 0,91 2 0,45

Total 139,23 10

Y1% = 85,17 — 7,34x, + 2,50x,% + 2,67x X2 F73=435
R2=289,50%

Tabela C6: Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para a recuperagao
do 2,3-BDO (Yt %) em sistema PEG 4000/sulfato de amonio.

Fonte de Variagao Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio F
Regressao 179,71 3 59,90 26,17
Residuos 16,02 7 2,29

Erro Puro 0,88 2 0,44

Total 195,73 10

Y1% = 86,62 — 1,46x,2 - 8,77x> + 4,72x:x, F73=435
R2=91,82

Tabela C7: Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para o coeficiente
de parti¢do do 2,3-BDO (K) em sistema PEG 6000/sulfato de amoénio.

Fonte de Variacdo Soma dos Quadrados  Graus de Liberdade = Quadrado Médio F
Regressao 0,48 2 0,24 32,00
Residuos 0,06 8 0,01

Erro Puro 0,012 2 0,009

Total 0,54 10

K=1,56 +0,12x; + 0,21x» Fs,=4,46
R2=90,24%

Tabela C8: Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para o coeficiente
de parti¢do do 2,3-BDO (K) em sistema PEG 4000/sulfato de amoénio.

Fonte de Variacdo Soma dos Quadrados Graus de Liberdade =~ Quadrado Médio F
Regressao 0,53 3 0,18 30,92
Residuos 0,04 7 0,01

Erro Puro 0,016 2 0,008

Total 0,57 10

K=1,38 + 0,15x; + 0,09x,2 + 0,19x, F73=435

R*=93,62%
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Tabela C9: Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para a recuperagao
do 2,3-BDO (YT %) em sistema PEG 6000/fosfato de potassio.

Fonte de Variagdo Soma dos Quadrados  Graus de Liberdade Quadrado Médio F

Regressao 111,72 5 22,34 15,43

Residuos 7,24 5 1,45

Erro Puro 2,4 2 0,27

Total 118,96 10

Y1 % =285,66+1,72x; +0,98x,% - 1,81x, + 2,78x,% + 1,76X X2 Fss= 15,05
R2=289,47%

Tabela C10: Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para a
recuperagdo do 2,3-BDO (YT %) em sistema PEG 4000/fosfato de potassio.

Fonte de Variagao Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio F
Regressao 98,23 5 19,65 25,65
Residuos 3,83 5 0,77

Erro Puro 0,58 2 0,02

Total 102,06 10

Y1 % =288,73 + 1,76x; + 0,60x,2 - 2,90x, + 0,6 1x2% + 0,65x,X2 Fss=15,05
R2=9533%

Tabela C11: Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para o coeficiente
de parti¢do do 2,3-BDO (K) em sistema PEG 6000/fosfato de potassio.

Fonte de Variagao Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio F
Regressao 2,873 5 0,57 8,53
Residuos 0,337 5 0,07

Erro Puro 0,037 2 0,02

Total 3,21 10

K=1,53 +0,21x; + 0,13x,2+ 0,39x> + 0,35x,2 + 0,31x;x2 Fss=5,05
R?=86,32%

Tabela C12: Analise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental para o coeficiente
de particao do 2,3-BDO (K) em sistema PEG 4000/fosfato de potassio.

Fonte de Variacdo Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio F
Regressao 1,033 3 0,34 25,11
Residuos 0,096 7 0,01
Erro Puro 0,001 2 0,00
Total 1,129 10
K= 1,71 +0,29x; + 0,17x; - 0,14x;x> F75=4,35

R2=91,47%



APENDICE D - Comparacio entre valores preditos pelos modelos e os valores

observados experimentalmente.

90

Figura D1: Valores preditos vs observados para os sistemas PEG 4000-citrato (a), PEG 4000-
sulfato (b), PEG 4000-fosfato (c), PEG 6000-citrato (d), PEG 6000-sulfato (¢), PEG 6000-
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ANEXO A - Diagramas de equilibrio

Grafico Al: Diagrama de equilibrio PEG 4000 - citrato de sodio.
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Fonte: DE OLIVEIRA et al. (2008).

Grafico A2: Diagrama de equilibrio PEG 6000 - citrato de sodio.
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Fonte: ZAFARANI-MOATTAR; SADEGHI; HAMIDI (2004).
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Grafico A3: Diagrama de equilibrio PEG 4000 — fosfato de potéssio.
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Grafico A4: Diagrama de equilibrio PEG 6000 — fosfato de potéssio.
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Grafico AS5: Diagrama de equilibrio PEG 4000 — sulfato de amonio.
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Fonte: YUN-LONG GAO, QIN-HUA PENG (1991)
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Grafico A6: Diagrama de equilibrio PEG 6000 — sulfato de amonio.
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Fonte: CHENG et al. (2013)
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