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RESUMO

Os solventes eutéticos profundos (DES, do inglés Deep Eutectic Solvents) tém sido
aplicados nos ultimos anos como uma alternativa para substituir os formadores de fases
convencionais em sistemas de duas fases aquosas (SDFA), apresentando boa capacidade
na separacdo de diferentes biomoléculas. Entretanto, o alto teor de agua presente nos
SDFA resulta na quebra das liga¢des de hidrogénio formadoras dos DES, levando a uma
particdo ndo estequiométrica entre o doador e receptor de hidrogénio dos DES. Tem-se,
nesse caso, a formagao de um sistema quaternario. Neste trabalho, sistemas compostos
por sais quaterndrios de amonio (cloreto de colina e cloreto de tetrabutilaménio) e
diferentes doadores de hidrogénio (agucares e alcoois), foram aplicados em SDFA (com
sal ou polimero) com o objetivo de avaliar a capacidade desses sistemas de atuarem no
desenvolvimento de solventes (designer solvent) dedicados a separagao e purificagao de
biomoléculas (compostos fendlicos, aminoacidos e alcaloides). Os resultados obtidos
indicam que a escolha dos compostos formadores dos DES e dos SDFA apresentam
influéncia direta nas propriedades das fases destes sistemas. Além disso, a hidrofilicidade
relativa dos DES e/ou dos formadores das fases ¢ um fator a ser considerado quando se
desejam obter sistemas pseudo-ternarios, ou seja, onde se torna possivel manter a
estequiometria inicial do DES utilizado. De maneira geral, verificou-se ainda que os
sistemas quaterndrios sdao sistemas versateis de modo que um dos componentes
formadores dos DES atua como agente formador de fase enquanto o outro promove
modificagdes nas propriedades das fases dos sistemas, como sua hidrofilicidade/
hidrofobicidade, por exemplo. Assim se torna possivel obter sistemas versateis com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas e controlar a particdo de biomoléculas. Desta
forma, as diferentes moléculas formadores dos DES, principalmente as moléculas
doadores de hidrogénio, atuam como aditivos aos SDFA delineando as caracteristicas das
fases formadas o que faz com esses sistemas quaternarios possam ser obtidos em fungao

da biomolécula alvo.

Palavras-chave: Extra¢do liquido-liquido. Sistemas quaternarios. Desenvolvimento de

solventes. Compostos fendlicos. Aminoécidos. Alcaloides.



ABSTRACT

Deep eutectic solvents (DES), in the last years, has been applied as substitutes for
conventional phase formers in aqueous two-phase systems (ATPS) with a good capacity
of partitioning several biomolecules. However, due to the high water content in the ATPS,
the hydrogen bonds between the DES components is broken and a non-stoichiometric
partition between the hydrogen bond donor and the hydrogen bond acceptor of the DES
is observed. So, these systems are quaternary systems. In this work, different DES
composed of ammonium quaternary salts (cholinium chloride and tetrabutylammonium
chloride) and several hydrogen bond donors (sugars and alcohols) were applied in salt or
polymer-based ATPS, with the may purpose of evaluate the designer solvent ability of
the DES in biomolecules (phenolic compounds, amino acids and alkaloids) separation
and purification process. The results suggest that the choice of the DES and ATPS
compounds have a direct influence on the phase behavior of these systems. Besides, the
DES and/or phases formers relative hydrophilicity is a factor that needs to be considered
to obtain ATPS with pseudo-ternary characteristics, in other words, where it is possible
to maintain the initial DES stoichiometry. In general, was verified that the quaternary
system are versatile systems, since while one of the DES components acts as a phase
forming component, the other could induce the modification of the ABS phase properties,
how in it hydrophobicity or hydrophilicity, for example. Considering this, is possible to
obtain systems with different properties and to control the partition of biomolecules. In
this way, the hydrogen bond donors evaluated act as additives to the systems and were

able to design the characteristics of the phases in function of a target biomolecule.

Key-words: Liquid-liquid extraction. Quaternary systems. Designer solvent. Phenolic

compounds. Amino acid. Alkaloids.
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PARTE I

Motivagdo, estado da arte, objetivos e descricdo experimental

Nesta parte serdo apresentados a motivagao,
uma breve revisio da literatura sobre o tema,
o estado da arte atual, bem como os objetivos
e escopo deste trabalho. Também serao
apresentados todos os materiais utilizados
para execucao deste trabalho e a descri¢ao dos
métodos experimentais utilizados.
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CAPITULO 1 - Introduciio, Revisio da Literatura e Estado da Arte

1.1. Introducao

Os sistemas de duas fases aquosas (SDFA) sao formados por solu¢des aquosas
de pelo menos dois compostos diferentes, e foram originalmente propostos para extragao
e purificagdo de biomoléculas, como as proteinas. Os SDFA apresentam vantagens em
relacdo aos sistemas de extra¢do e purificacdo convencionais, visto que sdo formados
primordialmente por &agua. Desta forma os SDFA sdo considerados sistemas
biocompativeis e ndo toxicos. As fases dos SDFA sdo comumente formadas por solugdes
de dois polimeros, dois sais, ou ainda, por solu¢cdes de um polimero ¢ um sal. Estes
sistemas convencionais sdo amplamente explorados e aplicados na separagdao e/ou
purificacdo dos mais diversos compostos. Entretanto, os SDFA convencionais, formados
por polimero, principalmente por aqueles de alta massa molecular, podem apresentar alta
viscosidade ou ainda formagao de emulsdes. Com objetivo de minimizar os efeitos
negativos, e maximizar a eficiéncia na separagao/purificagdo de moléculas, diversos
compostos ja foram propostos como substituintes dos componentes dos SDFA,
geralmente do polimero. Sdo exemplos de substituintes os solventes organicos, como 0s
alcoois e a acetona, e os liquidos 16nicos (LIs).

Os LIs aplicados a SDFA surgem devido a possibilidade de alterar a polaridade
e afinidade das fases, em fun¢ao da sua natureza quimica, resultando em sistemas de alta
seletividade, baixa viscosidade e alta estabilidade quimica. Entretanto, sdo considerados
de alto custo e até mesmo uma toxicidade relativa pode ser conferida a alguns tipos de
LIs. Recentemente, uma nova gama de solventes que compartilham caracteristicas fisico-
quimicas com os LIs foi proposta, sdo os chamados solventes eutéticos profundos (DES,
do inglés deep eutectic solvents).

Os DES sao formados pela associacdo entre um receptor de hidrogénio,
normalmente um sal quaterndrio de amonio, ¢ qualquer outra molécula doadora de
hidrogénio capaz de formar ligacdes de hidrogénio com o anion disponivel no sal
quaternario de amonio. Uma das vantagens na utilizacdo dos DES ¢ resultante da sua
similaridade em aspectos fisico-quimicos com os LIs, o que os torna atrativos para
aplicacdo em SDFA, além de serem biodegradaveis, biocompativeis, de baixo custo e

facil obtengao. Por outro lado, a alta viscosidade dos DES ¢ um fator a ser considerado
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na aplicacdo destes solventes em processos de extragdo. Esta viscosidade pode ser
reduzida e controlada com a adicdo de adgua ao DES com o intuito de auxiliar na
transferéncia de massa e favorecer a extragao. Por outro lado, a adigdao de dgua deve ser
realizada na propor¢ao correta, pois em excesso pode enfraquecer ou até mesmo romper
as ligacdes de hidrogénio formadoras dos DES. Apesar disso, devido ao grande nlimero
de compostos que podem ser utilizados em sua obten¢do, os quais irdo gerar solventes
com propriedades distintas, os DES sdo considerados muito versateis tornando atrativa a
sua aplicacdo em processos diversos.

Estudos recentes propdem o uso dos DES em SDFA com a finalidade de se obter
sistemas de baixa toxicidade, alta biodegrabilidade e baixo custo. Além disso, os SDFA
em que os DES foram utilizados apresentaram altos indices de extracdo de biomoléculas,
como as proteinas. Por outro lado, devido ao alto teor de dgua presente nos SDFA a
estabilidade das ligagdes de hidrogénio do DES nesses sistemas ¢ questionada, sendo que
esses sistemas podem se tornar sistemas quaternarios.

Entender o papel de cada componente do DES no SDFA ¢ de fundamental
importancia para a utilizacdo destes como designer solvent capaz de alterar as
caracteristicas do sistema. De maneira geral, o receptor de hidrogénio parece atuar como
responsavel pela formacdo do SDFA, enquanto que, o doador de hidrogénio altera as
propriedades das fases em equilibrio e consequentemente a extra¢do/purificacdo de
moléculas nesses sistemas. Desta forma, este trabalho tem por objetivo a obtencdo e
caracterizacdo de SDFA formados por DES, para tanto, a obtengdo de dados de equilibrio
liquido-liquido € um estudo sobre o comportamento dos compostos formadores dos DES
no SDFA sera realizado. Além disso, biomoléculas de diferentes classes serdo utilizadas

como moléculas modelo para avaliar o efeito de designer solvent dos DES-SDFA.
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1.2. Revisao Bibliografica

Nesta se¢do sera apresentada uma breve revisdo da literatura sobre os principais temas

envolvidos neste trabalho: SDFA e DES.

1.2.1. Sistemas de duas fases aquosas (SDFA)

Os processos de separacdo, aplicados a extracdo, separacdo e purificacdo de
diferentes compostos possuem varias etapas, um alto gasto energético e acabam por
representar grande parte do custo do produto final (MARTINEZ-ARAGON;
BURGHOFF; GOETHEER; DE HAAN, 2009). Dentre os diversos processos de
separacao existentes a extragdo liquido-liquido, ou extragdo por solvente, apresenta
vantagens em relacao aos demais processos de separagdo devido a sua biocompatibilidade
e seletividade (MARTINEZ-ARAGON; BURGHOFF; GOETHEER; DE HAAN, 2009).
Na industria de alimentos, a extragdo liquido-liquido pode ser utilizada para purificagdo
e/ou concentragao de compostos de maior valor agregado ou até mesmo para a remogao
de compostos indesejaveis (TADINI; TELIS; MEIRELLES; PESSOA FILHO, 2016).

Na década de 50 os sistemas de duas fases aquosas (SDFA) foram apresentados
por Albertson com a principal finalidade de separar macromoléculas como as proteinas
(ALBERTSSON, 1958). Em relacdo aos sistemas de extragdo liquido-liquido
convencionais, os quais sdo formados em grande parte por solventes organicos, os SDFA
apresentam vantagens por serem formados predominantemente por dgua, tornando-os
biocompativeis e nao toxicos (ALBERTSSON, 1958; ZASLAVSKY, 1995). As fases
destes sistemas sdo tradicionalmente formadas por solu¢des aquosas de dois polimeros,
dois sais ou ainda um polimero e um sal, onde as interagdes intermoleculares entre os
constituintes dos sistemas comandam a formacao das duas fases. As interagdes entre os
componentes formadores do sistema serao responsaveis por todas as propriedades fisico-
quimicas das fases em equilibrio (DA SILVA; LOH, 2000; ZASLAVSKY, 1995). A
formacao das duas fases pode ser explicada em funcdo da entalpia de hidratagdo e da
entropia do sistema. Apesar de ambos os componentes apresentarem afinidade com a 4gua
a entalpia de hidratacdo destes sdo diferentes entre si, tornando possivel a existéncia de
dois cenarios termodinamicos diferentes. Se a energia do sistema € superior a diferenca
entre a entalpia de hidratacdo e a entropia dos componentes do sistema, estes podem

coexistir em uma Unica fase. Entretanto, caso a energia do sistema seja menor a separacao
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dos constituintes se torna favordvel e formam-se as duas fases em equilibrio
(BENAVIDES; RITO-PALOMARES; ASENJO, 2011). Desta forma, a separacdo das
fases nos SDFA ¢ resultante da capacidade de cada componente individual em formar
complexos de hidratacdo com a dgua do sistema, sendo esse processo influenciado por
inimeras variaveis como: concentragdo, tipo € a massa molar do polimero e do sal, pH e
temperatura do sistema (ALBERTSSON; CAJARVILLE; BROOKS; TJIERNELD, 1987;
ROGERS; BOND; BAUER; et al., 1996).

O polimero mais utilizado na obtencdo dos SDFA ¢ o polietileno glicol (PEG),
em funcdo da sua alta solubilidade em &4gua e solventes organicos, além da sua
disponibilidade em diferentes massas molares. Com relag@o ao sal, a sua escolha obedece
a série de Hofmeister (GRABER; MEDINA; GALLEGUILLOS; TABOADA, 2007;
ZASLAVSKY, 1995). A série de Hofmeister, exemplificada na FIGURA 1, foi
inicialmente proposta para classificar os sais de acordo com sua capacidade em estabilizar
(efeito cosmotrdpico ou salting-out) ou desestabilizar (efeito caotropico ou salting-in)
moléculas como as proteinas. De maneira geral o efeito salting-out corresponde a
capacidade de uma solucdo salina em excluir determinado componente da fase aquosa.
Aplicada a sistemas de duas fases aquosas a série de Hofmeister pode ser relacionada a
capacidade do sal em formar um sistema bifasico. Desta forma, o uso de sais de maior
efeito cosmotropico resulta em maior capacidade de formar SDFA e maior salting-out.
Sabe-se ainda, que os anions apresentam maior contribui¢ao do que os cations na eficacia
do sal na separagio das fases. Anions multivalentes como HPO4* ¢ SO4%, por exemplo,
sao os mais efetivos na inducao de separagao de fases, mesmo em baixas concentragdes
em sistemas utilizando PEG, sendo preferivel a utilizagdo de anions cosmotropicos para
obten¢ao dos SDFA (CACACE; LANDAU; RAMSDEN, 1997; HOFMEISTER, 1888;
HUDDLESTON; VEIDE; KOHLER; et al., 1991; LO NOSTRO; NINHAM, 2012).

FIGURA 1 — SERIE DE HOFMEISTER

SERIE DE HOFMEISTER
Efeito Estabilizante Desestabilizante Efeito
Cosmotropico (Salting-out) (Salting-in) Caotropico
< >
Anions F PO SO  CH;COO Cl Br I CNS

Citions  (CH3;N'  (CH;3),NH?>* NH* K' Na' Cs' Li* Mg?> Ca** Ba®

Fonte: Adaptado de Cacace, Landai e Ramsden (1997).

Os SDFA convencionais (polimero-sal), embora muito aplicados, acabam por

apresentar algumas desvantagens, como a formacdao de emulsdes e sistemas de alta



23

viscosidade resultantes da utilizagdo de PEG de alta massa molecular. Com a finalidade
de melhorar as caracteristicas dos sistemas ¢ aumentar a eficiéncia da extracao diversas
moléculas ja foram propostas como substituintes principalmente aos formadores de fase
convencionais (polimero ou sal). Alguns exemplos destes substituintes sdo os solventes
organicos, como a acetona e alcoois (LU; HAO; HU; et al., 2013; MARCILLA; RUIZ;
GARCIA, 1995; SANGLARD; FARIAS; SOSA; et al., 2018), os liquidos idnicos (LI)
(FREIRE; CLAUDIO; ARAUIJO; et al., 2012; SAMPAIO; SOSA; MARTINS; et al.,
2016; SHUKLA; PANDEY; PANDEY, 2018) e mais recentemente os solventes eutéticos
profundos (DES) (ZENG; WANG; HUANG; et al., 2014), entre outros. As principais
vantagens ¢ desvantagens de diferentes tipos de SDFA podem ser observadas na

TABELA 1. Os sistemas compostos por DES serdo abordados de maneira individual no

decorrer do trabalho.

TABELA 1 -TIPOS DE SDFA E SUAS PRINCIPAIS VANTAGENS E DESVANTAGENS

SDFA Vantagens Desvantagens
Pol}mero— Ampla Aplicagdo. Alta viscosidade.
polimero

Polimero-sal

Curto tempo de separagao;
Ampla faixa de pH.

Alta forga idnica do sal na fase rica
em sal.

Baixa imiscibilidade em fun¢do da
similaridade de polaridade de
alguns polimeros com os sais.

Baixo custo e facil recuperagao/ reutilizagdo
de seus constituintes;

Incompatibilidade de algumas
biomoléculas com a fase rica em

Alcool-sal Baixa viscosidade; alcool (exemplo: proteinas);
Répida formagao de fases. Alta volatilidade do alcool.
Ambientalmente seguros; ~ .

Carboidratos- SDFA obtido na auséncia de sal; A formagéio do sistema de duas

Polimero/ LIs

Os carboidratos sdo obtidos de fontes
renovaveis € nao sao toxicos.

fases aquosas ¢ dependente da
solubilidade do carboidrato.

Capacidade de manipular a separagdo de
solutos com base na natureza quimica do LI;
Alta seletividade;

Alguns liquidos i6nicos podem
apresentar alto custo e baixa
biodegrabilidade. LIs compostos

L(I)Tifr?;io Polaridade relativa em fungao da estrutura por imidazolio podem comprometer
p dos ions que foram o SDFA; a atividade biologica de algumas
Alta imiscibilidade resultante da grande moléculas.
variagdo de polaridade dos Lls.
Versatilidade: Quebras das ligagdes de hidrogénio
dos DES;
Os componentes dos DES atuam alterando
DES- L . Em alguns casos pode ocorrer a
. as caracteristicas das fases dos sistemas N .
sal/polimero . . particdo ndo estequiométrica dos
guiando os processos de partigdo de o
. , g . N constituintes dos DES entre as fases
biomoléculas: “designer solvent”. .
do sistema.
Alta seletividade na separagdo e purificagdo
de biomoléculas;
Micelar Baixa massa molecular de seus constituintes;  Alto Custo

Os surfactantes termo sensiveis podem ser
reciclados .

Fonte: Benavides, Rito-Palomares e Asenjo (2011), Freire, Claudio e Aragjo (2012), Shukla, Pandey e
Pandey (2018), A Autora (2018).
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Os SDFA siao considerados sistemas de alta sensibilidade, o que ressalta a sua
aplicabilidade na separagdo e fracionamento de biomoléculas presentes nas células,
organelas e membranas. Normalmente estas biomoléculas sdao soliveis em ambas as fases
do sistema o que permite sua separacdo em concentragdes relativamente altas
(JOHANSSON, 1994). O mecanismo de separacdo das biomoléculas nos sistemas
aquosos normalmente ¢ conduzido por mecanismos complexos, comandados
principalmente por interagdes soluto-solvente, como van der Waals (vdW), ligacdes de
hidrogénio e forcas eletrostaticas, além de sofrer influéncia dos efeitos estéricos e
conformacionais das moléculas (FREIRE; CLAUDIO; ARAUIJO; et al., 2012). A
particdo de uma molécula alvo ¢, portanto, dependente das propriedades da molécula e
das caracteristicas das fases. Sendo assim, alguns procedimentos podem ser adotados para
manipular a parti¢ao, tais como: controlar a afinidade do soluto para uma das fases
utilizando diferentes sais/ ions; provocar alteracdes na composi¢ao das fases manipulando
a concentracdo dos componentes que compde o SDFA; inserir co-solventes, anti-
solventes ou até mesmo estruturas anfifilicas ao sistema (FREIRE; CLAUDIO;
ARAUJO; et al., 2012; VENTURA; NEVES; FREIRE; et al., 2009).

Na particdo de biomoléculas em SDFA, o termo coeficiente de particdao (K) ¢
frequentemente utilizado e corresponde ao resultado da relagdo entre concentracdo da

biomolécula nas fases do sistema conforme a Equagao 1:

__ [Biomolécula]fgse 1

(1)

" [Biomolécula] rqse 2

A alta biocompatibilidade dos SDFA na parti¢do de biomoléculas ocorre em
funcdo da alta concentracdo de dgua em ambas as fases envolvidas na separacgdo,
preservando a biomolécula da desnaturagdo ou qualquer outra interagdo que possa afetar
a sua integridade como muitas vezes ocorre em separagdes envolvendo solventes
organicos (ASENJO; ANDREWS, 2012; CUNHA; AZNAR, 2009; FREIRE;
CLAUDIO; ARAUIJO; et al., 2012).

1.2.1.1. Equilibrio liquido-liquido e diagrama de fases

Termodinamicamente sdo consideradas caracteristicas de um sistema em

equilibrio: invariabilidade de suas propriedades com o tempo, uniformidade do sistema
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(auséncia de gradientes de temperatura, concentragao, etc.), todos os fluxos (calor, massa
e trabalho) entre o sistema e a vizinhanga sdo iguais a zero assim como a taxa liquida de
todas as reagdes quimicas (CABEZAS, 1996; SANDLER, 2006). Sao critérios para o
equilibrio liquido-liquido (ELL) a uniformidade da temperatura (T), pressdo (P) e
fugacidade (f;) de cada espécie quimica nas fases. Desta forma, para um ELL de um
sistema com N espécies a T e P uniformes, sendo as fases descritas pelos sobrescritos o e

B, os critérios de equilibrio sdo descritos como:
fr=fF =12 ..,N) )

Com introduc¢ao dos coeficientes de atividade a equagdo se torna:
XV = vl (3)

Para cada espécie pura que existe como liquido na temperatura do sistema, f;* = fiﬁ =

fi, assim:
xXyE =Py =12,..,N) 4@

Na equagdo 4, os coeficientes de atividade y;e yiﬁ vém da mesma fungdo GE /RT desta
forma, sdo funcionalmente idénticos, distinguidos matematicamente somente pelas
fragdes molares das quais eles sao fungdes. Sendo assim, para um sistema liquido-liquido

contendo N espécies quimicas:

v = vi(xf, x5, ., X1, T, P) (5)

)/i[g = yi(xf,xzﬁ,...,xﬁ_l,T,P) (6)
Na obtencao dos coeficientes de atividade ¢ necessaria a construgao de

expressdes nas quais se obtém GE (energia livre de Gibbs em excesso) como funcio

resultante da composicdo, temperatura e pressdo do sistema (SMITH; VAN NESS;

ABBOT, 2007). As fun¢des de GE sdo expressas por expansdes algébricas nas quais seus
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parametros sdo obtidos por meio do ajuste a dados experimentais, para tanto se utilizam

modelos classicos baseados na teoria da composic¢ao local.

Modelo NRTL — Non-Randon Two-Liquid

Os modelos de energia livre de Gibbs em excesso (G*) sdo utilizados para a
determinagdo do coeficiente de atividade (y;) de solucdes. Esses modelos se baseiam na
teoria da composi¢do local, ou seja, na hipotese de que a composigdo do sistema nas
vizinhang¢as de uma determinada molécula ndo ¢ igual a composi¢ao da mistura em fung¢ao
da diferenca no tamanho e da energia de interagdo da molécula (SANDLER, 2006).

O modelo NRTL (do inglés Non-Randon Two-Liquid), foi desenvolvido por
Renon e Prausnitz (1968), e ¢ fundamentado na teoria de Wilson (1964), com relagdo as
moléculas em uma composi¢do local, no entanto, ¢ aplicada sobre essa teoria a nao
aleatoriedade da mistura (RENON; PRAUSNITZ, 1968; WILSON, 1964). Em sua forma

geral, o modelo NRTL pode ser representado pela seguinte equagao:

gE Z'T'iG'ix'
== yix =L (7)

Onde, Gii e G sdo parametros de interacdo energética entre as moléculas i e j ¢ o
j

parametro aj; esta relacionado com o grau de ndo-randomicidade da mistura i-j e

caracteriza a tendéncia da espécie i ¢ espécie j serem distribuidas de forma nao-aleatoria,

sendo esses obtidos através das equagdes (8) e (9), respectivamente.
Ui = gy (8)
G = e” it (aj; = ayj) 9)

Para o modelo de NTRL a equacao (Equagdo 10) que determina o coeficiente de

atividade esta descrita a seguir:

X TjiGjix; xjGij

Iny; = ;
Vi X1Grix I ¥16Gjx

(10)
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Diagrama de fases

A obtengao de diagramas de fases para os sistemas terndrios tem como objetivo
prever o volume e a composicdo das duas fases e do sistema como um todo
(ALBERTSSON; TJERNELD, 1994; ASENJO; ANDREWS, 2011). Estes diagramas
podem ser representados na forma triangular ou na sua forma binaria, FIGURA 2A e 2B,
respectivamente.

Na Figura 2B a linha corresponde as chamadas linhas de amarragdao (LA) as
quais sdo utilizadas para expressar o efeito da composi¢@o do sistema na separagdo das
fases além de descrever o equilibrio termodinamico entre elas. O comprimento da linha
de amarragdo (CLA) corresponde a um valor particular para cada sistema. Linhas de
amarracdo de maior comprimento sdo resultantes de maiores diferencas na composi¢ao
das fases de topo e fundo, sendo de interesse para aplicagdo na particdo de solutos.
Embora todos os SDFA dentro da mesma linha de amarracao tenham composi¢ao de fase
idénticas, a sua propor¢do em volume (Vr) muda de acordo com a composicao global do
sistema, sendo Vr obtido pela fragdo do volume da fase de topo em fun¢do do volume da

fase de fundo (BENAVIDES; RITO-PALOMARES; ASENJO, 2011; KAUL, 2000).

FIGURA 2 — DIAGRAMA DE FASES DE UMA MISTURA A + B + H,0 (C), ONDE: (A)
REPRESENTACAO TRIANGULAR E (B) REPRESENTACAO BINARIA.

(A)

50
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Bifasica
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Monofasica
‘..ﬂ'_'-.--h.‘ 30 b
. Regiao
2 /Bifasica '

Regiao
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Constituinte da fase de Topo (% m/m)

0 1 1 1 1 1 1
25 50 75 100 C 0 10 20 30 40 50 60

Constituinte da fase de Fundo (% m/m)

Fonte: A Autora (2018).

A caracterizagdo completa do diagrama de fases ¢ de extrema importancia para
a compreensdo das variaveis do sistema que irdo orientar a separacdo dos componentes
através destes sistemas de duas fases, sendo capaz de mostrar o perfil unico de cada
sistema em determinadas condigdes (KAUL, 2000; WILLAUER; HUDDLESTON;
ROGERS, 2002).
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1.3. Solventes eutéticos profundos

Uma mistura eutética ¢ definida como a associacao de dois ou mais compostos
de através de ligagdes de hidrogénio que resulta em significativa redu¢dao do ponto de
fusdo, onde a mistura ir4 apresentar ponto de fusdo inferior a qualquer um dos seus
componentes individuais como apresentado na FIGURA 3 (DURAND; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2015).

FIGURA 3 - ESQUEMA DE DIAGRAMA DE FASE SOLIDO-LIQUIDO PARA UMA MISTURA
EUTETICA BINARIA

T
Tfus,2

solugdo Ideal

Tfus,l

grande
abaixamento
do ponto
eutético

Ponto Eutético Profundo
(0] Xl 1
Fonte: A Autora (2018)

O termo solventes eutéticos profundos, ou DES (do inglés deep eutectic
solvents), foi reportado na literatura pela primeira vez em 2003 por Abbott e
colaboradores, para designar a associagdo de moléculas receptoras de hidrogénio,
principalmente sais quaterndrios de amonio, através de ligagdes de hidrogénio com
diferentes moléculas como acidos, alcoois, sais metalicos ou quaisquer outras moléculas
capazes de formar complexo com o anion disponivel no sal quaternario (ABBOTT;
CAPPER; DAVIES; et al., 2003; GARCIA; APARICIO; ULLAH; ATILHAN, 2015;
WAGLE; ZHAO; BAKER, 2014). Desde entdo os DES se tornaram de grande interesse
para a comunidade cientifica, como pode ser observado a partir do crescimento do niimero

de publicacdes envolvendo os DES entre os anos de 2004 e 2018, FIGURA 4.
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FIGURA 4 - NUMERO DE ARTIGOS POR ANO/ PAIS ENVOLVENDO DES ENTRE OS ANOS DE
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Fonte: Scopus Database (Dezembro de 2018)

Dentre os compostos formadores dos DES, o cloreto de colina ([Ni112om]Cl) €

um dos sais quaternarios de amoénio mais utilizados, o qual pode ser extraido de

biomassas ou sintetizado por meio de reservas fosseis, sendo considerado de baixo custo,
biodegradavel e ndo toxico (ABBOTT; CAPPER; DAVIES; et al., 2003; RADOSEVIC;
CVJETKO BUBALO; GAURINA SRCEK; et al., 2015). Estes sais quaternarios devem

ter a capacidade de formar complexos com diferentes moléculas doadoras de hidrogénio

(DH). Moléculas como a ureia, glicerol, polidis, derivados de carboidratos ou acidos

carboxilicos sdo exemplos do grande numero de doadores de hidrogénio que podem ser
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utilizados na obteng@o dos DES. Desta forma os DES sao considerados de facil preparo,
baixo custo e biodegradaveis (ABBOTT; BOOTHBY; CAPPER; etal., 2004; HAYYAN;
ZHANG:; DE OLIVEIRA VIGIER; ROYER; JEROME, 2012; MJALLI; ALNASHEF;
et al., 2013; ESPINO; DE LOS ANGELES FERNANDEZ; GOMEZ; SILVA, 2016;
TOME; BAIAO; DA SILVA; BRETT, 2018).

Mais recentemente Coutinho e colaboradores (2018) esclareceram que a
defini¢do dos DES nao pode ser generalizada, pois estes ndo sdo compostos novos ou
compostos pseudo-puros, e sim que esses devem ser considerados misturas evitando
quaisquer defini¢cdes equivocadas. Estes autores reforcam ainda que as caracteristicas
conferidas aos DES de solventes verdes, economicos e de facil obtengao sao dependentes
dos compostos utilizados para sua obtencdo (MARTINS; PINHO; COUTINHO, 2018).

As caracteristicas e propriedades fisicas dos DES sdo diretamente dependentes
da natureza quimica e da propor¢do com que doador e receptor de hidrogénio sdo
adicionados na mistura. De maneira geral, os DES apresentam densidade superior a da
agua e de seus componentes puros e alta viscosidade devido principalmente as ligagdes
de hidrogénio, mas também em func¢do de forgas eletrostaticas e vdW que os formam.
Estas caracteristicas conferem ao DES baixa condutividade i0nica e baixa tensdo
superficial, afetando diretamente o transporte de cargas nessas misturas (ABBOTT;
BOOTHBY; CAPPER; et al., 2004; ZHANG; DE OLIVEIRA VIGIER; ROYER;
JEROME, 2012). Desta forma, a viscosidade das misturas eutéticas acaba por ser tornar
uma das maiores dificuldades na utilizagdo destes solventes em processos de extragdo e
purificagdo, por exemplo. A viscosidade dos DES, porém apresenta mudangas
significativas com o aumento da temperatura ¢ adicdo de agua. A adicdo de agua na
proporgao correta auxilia na reducdo da viscosidade dos DES, facilitando a transferéncia
de massa sem, no entanto, afetar a sua eficiéncia da extragdo. H4 registros na literatura
que descrevem, inclusive, o aumento da eficiéncia de extragdo com a adi¢do de agua (BI;
TIAN; ROW, 2013; GARCIA; APARICIO; ULLAH; ATILHAN, 2015). Isso ocorre,
pois, a adi¢do de agua aos DES enfraquece as ligacdes de hidrogénio que os formam
reduzindo a sua viscosidade. Entretanto, estas interagdes podem ser rompidas e até
mesmo desaparecerem em concentracdes de agua superiores a 25 % (v/v) (DAL
WITKAMP; VERPOORTE; CHOI, 2015).

Uma das grandes vantagens conferidas aos DES ¢ sua similaridade com os Lls,
como baixa volatilidade e alta estabilidade térmica, dentre outros aspectos fisico-

quimicos. Porém ao contrario dos LIs conhecidos, os quais sao formados unicamente por
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ligagdes idnicas e sdo considerados compostos puros, os DES sdo resultado de interagdes
entre doador e receptor de hidrogénio principalmente através de ligacdes de hidrogénio.
(ABBOTT; BOOTHBY; CAPPER; et al, 2004, DURAND; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2013; MARTINS; PINHO; COUTINHO, 2018; TOME; BAIAO; DA
SILVA; BRETT, 2018).

Em razdo de suas caracteristicas, os DES possuem ampla aplicacdo em processos
de dissolugdo, separagdo e concentragdo de moléculas como farmacos, constituintes de
alimentos, e biomoléculas como os compostos fendlicos e proteinas. Os DES também sao
utilizados na purificacdo de biodiesel, catalise de reagdes, como meio de preparagao de
materiais entre as mais diversas aplicagdes (GARCIA; RODRIGUEZ-JUAN;
RODRIGUEZ-GUTIERREZ; et al., 2015; HAYYAN; MJALLI; ALNASHEF; et al.,
2013; MONDAL; MAHTO; VEERABABU et al., 2015; TOME; BAIAO; DA SILVA;
BRETT, 2018; ZHANG:; DE OLIVEIRA VIGIER; ROYER; JEROME, 2012).

1.4. Solventes eutéticos profundos aplicados em SDFA

A aplicacao de solventes eutéticos profundos em SDFA ¢ recente e pouco
abordada na literatura atual, como demonstrado na FIGURA 5. Uma breve descri¢cao dos
trabalhos/ sistemas avaliados na literatura atual, em ordem cronoldgica, pode ser

encontrada na TABELA 2.

FIGURA 5 - NUMERO DE ARTIGOS POR ANO ENVOLVENDO DES APLICADOS A SDFA
ENTRE OS ANOS DE 2014 E 2018.
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Fonte: Scopus Database (Dezembro de 2018)
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%?gfg;g;ﬁ)e gg?ggérlgz Sal/ Polimero Dagfide Particao Referéncia
Cloreto de Colina  Ureia K>HPO4 Nao BSA Zeng,
Cloreto de Metilureia fornecidos  Ovolbumina Wang ¢
tetrabutilamonio Tripsina Huang,
Brometo de et al.
tetrapropilamonio (2014)
Cloreto de colina  Etileno glicol K>HPO4 Curvas BSA Xu, Wang

Glicerol binodais e Huang,
Glicose et al.
Sorbitol (2015)
Cloreto de Ureia K>HPO4 Curvas BSA Zhang,
tetrametilamonio  Etileno glicol binodais Lisozima Wang e
Sorbitol Xu, et al.
Glucose (2016)
Glicerol
Betaina Ureia K>HPO4 Curvas BSA Li, Wang
Metilureia binodais Ovolbumina e Xu, et
Etileno glicol Tripsina al. (2016)
Glicerol
Glicose
Sorbitol
Cloreto de Colina  Ureia PPG 400 Curvas Sudan III Passos,
Ac. Acético Binodais PB-29 Tavares,
Ac. Glicolico Ferreira,
Ac. Latico et al.
Ac. Citrico (2016)
Cloreto de PEG 200 Na,COs Curvas RNA Zhang,
tetrabutilamonio ~ PEG 400 binodais Wang e
Brometo de PEG 600 Zhou et al.
tetrabutilamoénio ~ PEG 1000 (2017)
Cloreto de
tetraetilamonio
Brometo de
tetraetilamonio
Cloreto de Colina PEG 2000 NaH,PO4 Curvas BSA Pang, Sha
Na,COs Binodais  Papaina e Chao et
Na3CsHs07 al. (2017)
Brometo de PPG 400 Na,CO;, Curvas Sudan III Zhang,
tetrabutil amonio Na>SO4 Binodais  Amarelo Wang,
Glicina Crepusculo Zhou et al.
Betaina Amaranto (2018)
Cloreto de
Colina
Sucrose
Sorbitol
Glucose
Cloreto de
tetrametilamonio
Brometo de
tetrametilamonio
Brometo de

tetraetilamonio
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TABELA 2 - CONTINUACAO

Cloreto de Ureia PPG 400 Curvas Hx Baghlani e
Colina Etileno glicol Binodais Sadeghi
1,2-propanodiol (2018)
Brometo de PPG 400 Liquido I6nico Nao DNA Xu, Wang,
tetrabutilamonio  Glucose fornecidos Chen et al.
Betaina Sacarose (2018)
Sorbitol
Xilitol
Cloreto de colina  Ureia K3POy4 Curvas Extragao Sun,
Acido Latico bindoais enantiosseletiva Wang, Li
Sorbitol de fenilalanina et al.
Betaina Glicerol (2018)

Ureia Glucose

Fonte: A Autora (2018)

Zeng e colaboradores (2014) foram os primeiros autores a propor a aplica¢ao dos
DES em SDFA. Para estes autores, a aplicabilidade do DES nestes sistemas se da pela
sua similaridade com os Lls, a qual pode ser vantajosa pelo processo relativamente
simples de obtengao destes solventes. Nesse trabalho quatro diferentes DES (descritos na
TABELA 2) foram aplicados na obtencao de SDFA com o sal K;HPO4. Nao foi realizada
a obtencdo de dados de equilibrio liquido-liquido e o trabalho teve como foco principal
avaliar a extragdo de trés proteinas (BSA, ovoalbumina e tripsina) nos sistemas. O ensaio
realizado com a albumina do soro bovino (BSA) no DES cloreto de colina: ureia
apresentou a maior eficiéncia de extracdo dentre todos os ensaios € o qual teve suas
condi¢des otimizadas através de um experimento ortogonal atingindo eficiéncia de
extragdo superior a 99,9 % (ZENG; WANG; HUANG:; et al., 2014).

A partir dos resultados promissores obtidos no trabalho de Zeng e colaboradores
(2014) o mesmo grupo de pesquisa avangou em outros trabalhos tendo sempre como foco
principal avaliar a particdo de proteinas diversas (LI; WANG; XU; et al., 2016; XU;
WANG; HUANG; et al., 2015; ZHANG; WANG; XU; et al., 2016; ZHANG; WANG;
ZHOU; et al., 2017). Esses autores acreditam que a formacao de fase dos sistemas DES-
sal esta diretamente ligada a afinidade do DES com a agua, ou seja, quanto menor essa
afinidade menor a quantidade de sal requerida para a obtengao de um SDFA. Desta forma,
0s autores sugerem que nesses sistemas ocorre uma competicao entre o DES e o sal pela
agua do sistema, onde o sal possui uma alta afinidade pela 4gua do sistema resultando em
uma fase rica em DES e outra fase rica em sal e dgua. Todos os sistemas avaliados
apresentaram altos indices de extragdo de proteinas sendo de potencial utilizagdo para

particao de diferentes biomoléculas.
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Pang e colaboradores (2017) avaliaram o uso do polimero PEG na sintese de DES
a serem aplicados em SDFA. Os DES compostos por PEG 2000 e cloreto de colina
apresentaram capacidade de formar fases com diferentes sais de sodio e o sistema DES-
NayCOs foi escolhido para ser aplicado em processos de separacdo, resultando em altos
indices de extracdo das proteinas BSA e papaina. Os autores defendem que os sistemas
avaliados ndo resultaram em nenhum tipo de degeneracao das proteinas avaliadas em
razdo das caracteristicas dos DES escolhidos, ou seja, serem biodegradaveis e ndo
possuirem qualquer tipo de rea¢do com a proteina (PANG; SHA; CHAO; et al., 2017).

O polimero poli(propileno)glicol (PPG) foi utilizado na obtencdo de DES
hidrofébico com o sal brometo de tetrabutilamonio. A habilidade deste DES em formar
SDFA com diferentes sais foi avaliada, e estes sistemas se mostraram capazes de
particionar seletivamente diferentes corantes industriais (ZHANG; WANG; ZHOU; et
al., 2018).

O trabalho de Xu e colaboradores (2018) reportou pela primeira vez SDFA
compostos por DES e LI e aplicou esses sistemas para a particio de DNA (XU; WANG;
CHEN; et al., 2018). Enquanto Sun e colaboradores (2018) propuseram o uso de sistemas
DES-sal para extracao enantiosseletiva de fenilalanina (SUN; WANG; LI; et al., 2018).

Além das aplicagdes convencionais o uso de DES-SDFA também pode ocorrer
integrada a outras técnicas como a extragdo por cavitagdo de pressdao negativa (WANG;
XU; WANG; et al., 2017), ou ainda acoplado a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(LI; ZHAO; LIU; et al., 2018).

Baghlani e Sadeghi (2018), por sua vez, obtiveram dados de equilibrio liquido-
vapor e liquido-liquido para trés diferentes DES na auséncia e presenga de diferentes
polimeros (PPG e PEG) os autores afirmaram que apenas o PPG ¢ capaz de formar SDFA
com os DES e que a formagdo de ABS pareceu ser controlada pela competi¢ao entre os
complexos de hidratacdo e as ligacdes de hidrogénio a qual depende da estrutura do
polimero e do DES (BAGHLANI; SADEGHI, 2018).

A bibliografia aqui apresentada mostra principalmente a potencial aplicagdo dos
SDFA com base em DES na extragao de biomoléculas. Entretanto, nos trabalhos citados
nenhuma referéncia a respeito da estabilidade dos DES aplicados em SDFA foi realizada.
O alto teor de agua nesses sistemas, deve ser considerado, pois pode levar ao
enfraquecimento ou até mesmo quebrar as ligacdes de hidrogénio formadoras dos DES

(DAL, WITKAMP; VERPOORTE; CHOI, 2015).
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Neste contexto, em 2016, Passos e colaboradores foram os primeiros a avaliar a
estabilidade dos DES quando aplicados a SDFA. Nesse trabalho, diferentes DES
compostos por cloreto de colina ([Ni11¢2on)]Cl) e acidos organicos foram aplicados na
obtengdo de SDFA com PPG 400. Os autores utilizaram a técnica de ressonancia
magnética nuclear ("H RMN) para avaliar a distribuicdo dos compostos formadores dos
DES entre as fases. Verificou-se que a estequiometria inicial entre as moléculas receptora
e doadora de hidrogénio do DES nao se manteve nas fases dos sistemas. Desta forma, as
moléculas doadoras de hidrogénio (4dcidos organicos) foram preferencialmente
particionadas para a fase rica em PPG, enquanto que o receptor de hidrogénio
([N1112om]Cl) se particionou preferencialmente para a outra fase. Nesses sistemas a
separacao de fase foi governada pelo efeito salting-out do sal quaternario de amonio sobre
o polimero. Sendo assim a molécula doadora de hidrogénio parece agir como um aditivo
ao sistema [Ni11020n)]CI-PPG. Segundo os autores os SDFA baseados em DES sdo na
realidade sistemas quaternarios. Por fim, os autores destacam que o fato destes sistemas
serem quaternarios ao invés de ternarios nao reduz a sua aplicabilidade em processos de
extracao, de modo que a particao de dois corantes téxteis (PB 29 e Sudan III) foi avaliada,
resultando em um sistema de alta seletividade na extracdo. (PASSOS; TAVARES;
FERREIRA; et al., 2016).

O trabalho de Passos e colaboradores (2016) reforga a necessidade de se realizar
a caracterizagdo completa do diagrama de fases envolvendo DES para que os mecanismos
de separagao de fases e particdo de biomoléculas de interesse sejam compreendidos.

Os resultados promissores dos SDFA compostos por DES na particdo de
diferentes moléculas e o questionamento de Passos e colaboradores sobre a estabilidade
destes solventes nos sistemas aquosos instigam uma pesquisa mais aprofundada para
melhor entendimento do comportamento dos SDFA baseados em DES. Se por um lado
esses sistemas devam ser tratados como quaternarios, o que aumenta a complexidade do
seu comportamento de fases, esse mesmo aspecto torna possivel o ajuste das propriedades
fisico-quimicas das fases em equilibrio, fomentando o seu emprego no contexto de

desenvolvimento de solventes (designer solvent).



36

CAPITULO 2 - Objetivos e Escopo

2.1. Objetivos

Como demonstrado até o momento, embora diversos autores tenham indicado o
potencial destes SDFA na extracdo de diferentes biomoléculas observou-se a auséncia de
dados termodinamicos de ELL que auxiliem no entendimento destes sistemas € na sua
aplicabilidade considerando que DES-SDFA devem ser tratados como sistemas

quaterndrios. Desta forma, o principal objetivo do presente trabalho foi:

Aplicagdo de solventes eutéticos profundos (DES) em sistemas de duas fases aquosas

(SDFA) para a obtengdo de sistemas biocompativeis.

Para atingir tal objetivo, os seguintes objetivos especificos foram determinados:

Obtengdo de DES a partir de compostos de diferentes tipos e posterior aplicagdo
em SDFA;

Caracteriza¢do dos diagramas de fases dos sistemas selecionados,

Avaliagdo do papel das moléculas formadoras do DES (doador e receptor de
hidrogénio) no equilibrio liquido-liquido,

Avaliagdo da parti¢do de diferentes biomoléculas nos sistemas DES-SDFA com
a finalidade de descrever a capacidade dos constituintes dos DES em atuarem como
moduladores das fases dos sistemas, e assim estabelecer os principios do

desenvolvimento dos processos de extragdo empregando esses sistemas.
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2.2. Escopo da tese

Levando em consideracdo os objetivos propostos € de modo a facilitar o
entendimento da organizacdo desta tese o esquema apresentado na FIGURA 6 deve ser
considerado.

Na Parte I foram apresentadas, de maneira geral, todas as variaveis que foram
levadas em consideragdo para que as demais etapas deste trabalho fossem desenvolvidas.
Foi realizada uma breve revisdo da literatura sobre os temas chave desta tese: solventes
eutéticos profundos (DES), sistemas de duas fases aquosas (SDFA) bem como um
levantamento do estado da arte da aplicagdo dos DES em SDFA. Na sequéncia serdo

descritas as metodologias utilizadas no trabalho, bem como os resultados.

FIGURA 6 - ESQUEMA DE ORGANIZACAO DA TESE

Capitulo 1

Introdugdo, Revisdo da
Literatura e Estado da Arte

Capitulo 4

Avalia¢do da
estabilidade dos DES
em SDFA

Capitulo 5

Obtengdo de DES-
SDFA ternérios

'y

Capitulo 2

Objetivos e Escopo

Parte |

Motivagao, estado
da arte, objetivos e
descrigdo
experimental

Capitulo 6

DES aplicados a SDFA
como “designer
solvent”

Parte 11

Resultados e
Discussdo

Capitulo 3

Capitulo 7

Influéncia do pH em
SDFA DES-SAL

Materiais e Métodos

Parte 111

Consideragdes Finais

Capitulo 9

Referéncias
Bibliograficas e
Apéndices

Capitulo 8

Conclusdes e
producio cientifica

Fonte: A Autora (2018)

Para uma melhor organizacdo, os resultados (Parte II) deste trabalho foram
divididos em 4 capitulos, conforme apresentado na FIGURA 6.

O Capitulo 4 foi totalmente desenvolvido na Universidade Federal do Parana
(UFPR). No primeiro semestre de 2017 foi realizado estagio no exterior por um periodo
de 4 meses, pelo Programa Institucional de Doutorado Sanduiche no Exterior (Capes —
PDSE), junto a Universidade de Aveiro (UA) em Portugal e supervisao do Professor Dr.
Jodao A. P. Coutinho. O Capitulo 5 desta tese foi totalmente desenvolvido na UA. O
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Capitulo 6 por sua vez foi desenvolvido parte na UA e parte na UFPR. Enquanto o
Capitulo 7 foi realizado na UFPR.

O Capitulo 4 corresponde a Avaliagdo da estabilidade dos DES em SDFA.
Passos et al. (2016) foram os primeiros autores a questionar a estabilidade dos DES
aplicados em SDFA compostos por DES + PPG 400 + H>O. Na literatura consultada ndo
havia relatos da estabilidade de DES formando SDFA com solugdes salinas. Desta forma
esta etapa do trabalho teve como principal objetivo obter dados de equilibrio de SDFA
compostos por DES + KoHPO4 + H>O e avaliar a estabilidade dos DES nestes sistemas.
A particdo de acido galico também foi realizada nestes sistemas para verificar a aplicagado
destes na separacao de biomoléculas. Os resultados confirmaram a quebra das ligacdes
de hidrogénio formadoras dos DES, e devido a particdo ndo estequiométrica das
moléculas dos doadores e receptores de hidrogénio, estes SDFA passam entdo a ser
considerados sistemas quaternarios. Neste contexto, o doador de hidrogénio se apresentou
como um aditivo ao sistema alterando as caracteristicas das fases.

Com os resultados apresentados no item Capitulo 4 levantou-se o
questionamento se todos os SDFA baseados em DES teriam esse comportamento
quaternario ou se haveria a possibilidade de se obter sistemas onde a estequiometria entre
doador e receptor de hidrogénio fosse mantida. Sendo assim o Capitulo 5 corresponde a
Obtengdo de SDFA ternarios compostos por DES, onde foram obtidos dados de equilibrio
liquido-liquido para o sistema composto por [N1112om]Cl, glucose e PPG (Mm 400 g mol
1. Verificou-se que a combinacio de um DES altamente hidrofilico ([Ni11com]Cl:
glucose) com um formador de fase hidrofobico (PPG) torna possivel manter a
estequiometria dos DES inicial nas fases do sistema. Moléculas de diferentes grupos
(fendlicos, aminoacidos e alcaloides) foram utilizadas para avaliar a capacidade destes
sistemas serem aplicados em processos de separagao.

Com a analise dos resultados apresentados nos Capitulos 4 e 5 verificou-se que
as moléculas doadoras de hidrogénio atuam como aditivos nos SDFA. Desta forma, a
molécula doadora de hidrogénio, atua como um aditivo ao sistema, fornece ao SDFA um
grau de liberdade adicional para os processos de extragdo. Em outras palavras, enquanto
um dos componentes formadores do DES atua como formador de fase o outro acaba por
modificar as propriedades nas fases do SDFA controlando a particao de biomoléculas dos
mais diversos tipos.

Sendo assim, no Capitulo 6, dois mono alcoois (etanol e propanol) e dois di

alcoois (1,2-propanodiol e etileno glicol) foram aplicados como doadores de hidrogénio
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misturados a diferentes razdes molares com [Ni1120m)]Cl para formar SDFA com o sal
K>oHPOs4. Este capitulo corresponde a Avaliagdo do efeito “designer solvent” dos DES
em SDFA. Nesta etapa, além do efeito da natureza do alcool sobre o diagrama de fases
foi avaliada a capacidade destes 4lcoois em comandar a particio de diferentes
biomoléculas nesses sistemas.

O Capitulo 7, Influéncia do pH em SDFA DES-sal, baseou-se nos resultados
obtidos nos capitulos anteriores, onde espera-se obter o mesmo comportamento de SDFA
pseudo-ternario, porém com polaridades opostas: DES relativamente mais hidrofobico
(N4444Cl: OH) e formador de fase hidrofilico (solucdo salina). Ainda com o objetivo de
se obter sistemas biocompativeis, o sal citrato de potassio foi escolhido para esta etapa do
trabalho por sua habilidade em formar solucdes tampao em diferentes pHs nos quais
avaliou-se a influéncia do pH na obtencao de DES-sal SDFA e a particao de diferentes
biomoléculas.

Todos os sistemas avaliados em cada capitulo dos resultados, bem como as
técnicas analiticas utilizadas para caracterizagdo dos sistemas e biomoléculas avaliadas
estdao descritos na TABELA 3.

Por fim, na Parte III serdo mostradas todas as consideragoes finais referentes a

este trabalho.
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CAPITULO 3 - Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo apresentados todos os reagentes quimicos, biomoléculas e metodologias
utilizados para o desenvolvimento deste trabalho de maneira geral. Os sistemas avaliados e as

técnicas aplicadas em cada etapa do trabalho de maneira especifica sdo identificados na

TABELA 3.

3.1. Materiais

Todos os reagentes utilizados para obtengdo dos solventes eutéticos profundos e
diagramas de equilibrio liquido-liquido estdo apresentados na TABELA 4, bem como sua
estrutura quimica, massa molecular, fonte e pureza.

Na obtenc¢ao dos dados de equilibrio liquido-liquido sempre que possivel os reagentes
utilizados passaram por secagem em estufa a 105 °C por pelo menos 2 horas e armazenamento
em dessecador a vacuo para controle de umidade previamente ao seu uso. Quando a
metodologia de secagem ndo era aplicavel, o teor de dgua foi determinado pelo método
coulométrico de Karl Fischer (Metrohm 831) e levado em consideracao na preparacao de cada
solugao.

As biomoléculas utilizadas no estudo de particio dos SDFA foram os compostos
fenolicos: acido galico (Merck, pureza > 0,995) e 4cido vanilico (Sigma-Aldrich, pureza >
0,970); os alcaloides: cafeina (Fluka, pureza > 0,990) e nicotina (Fluka, pureza > 0,990);
aminoacidos: L-triptofano (Sigma-Aldrich, pureza > 0,990), L-fenilalanina (Sigma-Aldrich,
pureza > 0,990), L-tirosina (Fluka, pureza > 0,990), glicina (Acros Organic, pureza > 0,990) e
o carotenoide B-caroteno (Fluka, pureza > 0,970). A estrutura quimica de cada biomolécula
avaliada e suas caracteristicas como massa molecular (Mwm), logaritmo de parti¢do octanol-agua

(log Kow) e dissociacao acida (pKa) estdo na TABELA 5
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TABELA 4 - ESTRUTURA QUIMICA, FONTE E PUREZA DOS REAGENTES UTILIZADOS.

Formula
Nome Quimico Estrutura Quimica Fornecedor Pureza Quimica/
Sigla
Sais
Fosfato de Potassio Alphatec >0,9800  K.HPO,
dibasico
Citrato de Potassio . . K3CeHs507 /
tribasico Sigma-Aldrich 20,9900 KsCitrato
Moléculas receptoras de hidrogénio (DES)
N +/\/0H I
Cloreto de Colina e T Merck Millipore ~ >0,9800  [Ni110m)|Cl
Cloreto de . .
tetrabutilaménio Sigma-Aldrich >0,9700 [Nas44]C1
Moléculas doadoras de hidrogénio (DES)
HOHD
HO O
HO .
Glucose A4 Neon Comercial ~ >0,9995 CsH1206
HO
CHOH oy
HO
Frutose CH,0H Neon Comercial ~ >0,9995 CecH 1206
OH
OH
r.
Sacarose @ o oH Neon Comercial ~ >0,9995 C12H»O1,
on—"o OH
OH i
HO
Etanol Dinamica >0,9995 C>HqO
n-Propanol Neon Comercial ~ >0,9995 C3HsO
1,2-propanodiol Neon Comercial ~ >0,9995 C3Hs02
Etileno glicol Panreac 20,9995 C2HO,
Outros
Poli(propileno)glicol CH, Sigma-Aldrich n. d. PPG 400
H+ o OH
C . . Oy OH _
Acido Citrico m Biotec >0,9900 CsHsO7
HO OH
OH
Agua - - H,O
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Fonte: ChemSpider (2018)

TABELA 5 - ESTRUTURA QUIMICA DAS BIOMOLECULAS, LOG (Kow) E pKa
Nome Estrutura Quimica My (g mol?)  log (Kow) pKa/pKaz

Compostos fenodlicos

C
HO:Q)J\
Acido Galico . 170,1 0,72 3,9/9,0
HO
OH
Acido Vanilico /Q)‘\ 168,1 1,17 4.2/10,1
HO

Alcaloides

) JEN/
Cafeina )\ | /> 194,2 -0,55
N
\
Nicotina @O 162,2 1.16 2.7/8.6
N/ |

Aminoacidos
o]
L-Triptofano Qj/\‘/U\OH 204,2 -1,09 2,5/9,4
HN NH,
L-Fenilalanina wOH 165,2 -1,18 2,5/9,5
o]
L-Tirosina M 181,2 -1,49 2,0/9,2
C
Glicina HQN\)J\ 75,1 3,41 2,3/9.2
OH
Carotenoide

S-Caroteno W\\M\W 536,9 11,12 -—-

Fonte: ChemSpider (2018)

3.2. Preparo dos solventes eutéticos profundo (DES)

Para o preparo dos solventes eutéticos profundos utilizados neste trabalho utilizou-se
a metodologia de aquecimento brando com agitacdo. Nesta metodologia, o doador e receptor

de hidrogénio de cada DES foram devidamente pesados e misturados, nas devidas razdes
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molares desejadas, e mantidos a temperatura de pelo menos 50 °C, até que um liquido
homogéneo e transparente fosse observado (DAI; VAN SPRONSEN; WITKAMP; etal., 2013).

Esta metodologia foi utilizada sempre que se fez necessaria a obtencdo dos DES.

3.3. Determinacao do diagrama de fases

Todos os sistemas avaliados em cada etapa deste trabalho estdo na TABELA 3, bem
como a razdo molar e massica de cada mistura receptor (RH) e doador (DH) de hidrogénio dos

DES.

3.3.1. Curvas Binodais

As curvas binodais foram determinadas pelo método de titulagdo e ponto de névoa
(KAUL, 2000) a 25 £ 0,5 °C e pressdo atmosférica. Inicialmente foram preparadas solucdes
aquosas de cada componente do sistema, € a solu¢do de um componente foi adicionada gota a
gota na outra até¢ que o ponto de névoa fosse visivelmente detectado, sendo que esse ponto
corresponde a delimitacdo da regido heterogénea (bifasica). Em seguida, dgua foi adicionada
ao sistema até que a solugcdo se tornasse limpida novamente, correspondente a regido
homogénea (monoféasica). A composicao da mistura foi calculada por quantificacdo massica
(AUX320, Shimadzu) com uma incerteza de = 0.0001 g. Este procedimento foi repetido até que
fossem obtidos pontos suficiente para obtencdo da curva binodal. Os experimentos foram
realizados em células de vidro encamisadas para controle de temperatura e a composicao da
mistura foi determinada a cada ponto de névoa registrado (KAUL, 2000; PASSOS; TAVARES;
FERREIRA; et al., 2016).

3.3.2. Determinagao das linhas de amarragao

Para obtencao das linhas de amarragao de cada sistema avaliado foram escolhidas
composi¢des globais situadas na regido bifasica do diagrama de fases. Os componentes foram
adicionados gravimetricamente em tubos de centrifuga, conforme a composicao desejada. Apds
pesadas (£ 0,0001 g) os tubos foram agitados em agitador vortex (MX-S, Gomixer) até
completa solubilizacdo dos componentes, sendo em seguida mantidos a 25 °C em banho
termostatico (RW— 1025G, Lab Companion) por aproximadamente 24 horas para garantir que

o equilibrio fosse atingido (SAMPAIO; SOSA; MARTINS; et al., 2016). Atingido o equilibrio
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as fases dos sistemas foram separadas com auxilio de uma pipeta de Pasteur e pesadas. Este
procedimento foi realizado cuidadosamente para que nao houvesse contaminagdo entre as fases
do sistema. Foram realizadas medigdes de pH de cada fase utilizando um pHmetro (pH 11
series, Oakton™), o qual foi previamente calibrado utilizando trés solugdes tampao (pH 4,00;
7,00 e 10,00).

Para determinagao da composicao das fases de cada sistema diferentes técnicas foram
empregadas, conforme TABELA 3. Nas secdes (3.3.3 e 3.3.4) estdo descritas todas as
metodologias utilizadas para quantificacdo das linhas de amarragdo dos diferentes sistemas
deste trabalho. Determinadas as concentragdes das linhas de amarragdo o comprimento das
linhas de amarragao (CLA) dos foram calculados de acordo com a Equagdo 11. Para os sistemas

ternarios o termo (Z;opo — qundo)z ¢ igual a zero.

CLA = \/(Xtopo - Xfundo)2 + (Ytopo - qundo)2 - (Ztopo - qundo)2 (11)

Sempre que possivel estimou-se o ponto critico das curvas binodais através da extrapolacao da

inclinacao das linhas de amarragao dos diferentes sistemas seguido do ajuste da Equacao 12.
Y=fX+g (12)

Onde X, Y e Z correspondem a concentragdo destes componentes nas fases dos sistemas e fe g

sdo os parametros de ajuste.
3.3.3. Sistemas ternarios — Método gravimétrico

Esta metodologia foi aplicada para o SDFA ternario composto por [Ni112om]Cl +
K2HPO4 + H2O. Para os SDFA compostos por apenas trés componentes, a determinagdo da
composi¢do das fases dos sistemas pode ser realizada matematicamente pelo método
gravimétrico proposto por Merchuk (MERCHUK; ANDREWS; ASENJO, 1998). Este método
considera a relacdo entre a massa das fases e a composicao global do sistema utilizando a regra
da alavanca. Para tanto, a curva binodal obtida experimentalmente foi ajustada utilizando a

Equagdo 13.

Y = Aexp[(BX%®) — (CX3)] (13)
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Onde Y e X sdo, respectivamente, as concentragdes de [N¢i112on)|Cl e KoHPO4 (m/m
%). A, B e C sdo constantes obtidas por regressdo dos dados experimentais.

Para obter a concentragdo dos componentes nas fases de topo e fundo de cada linha de
amarracao utiliza-se um sistema de equacdes (Equacdes (14) a (17)) proveniente do balango de

massa do sistema.

Yiopo = A X exp(B X Xtopo”” — € X Xtopo") (14)
Yeundo = A X exp(B X Xpunao " = € X Xpundo”) (15)
Feopo = (2) = | (557)  Yrunao (16)
Xeopo = (%2) = [(57) % Ypunao) (17

X e Y correspondem a concentragdo de sal e [N111on) JCl, respectivamente. Os subscritos topo
e fundo correspondem, respectivamente, a fase de topo (rica em [N11120n) |Cl) e fundo (rica em
K2HPO4), m representa a composi¢do da mistura inicial. O pardmetro o corresponde a razao

entre a massa da fase de topo e da mistura inicial.

3.3.4. Sistemas Quaternarios

Considerando que os questionamentos levantados quanto a estabilidade dos DES
aplicados a SDFA e que estes podem se tornar sistemas quaternarios (PASSOS; TAVARES;
FERREIRA; et al., 2016) o método gravimétrico nao pode ser aplicado, uma vez que nao ¢
capaz de representar a realidade do sistema. Desta forma, foram desenvolvidas técnicas
analiticas capazes de caracterizar cada sistema. Estas técnicas foram escolhidas de acordo com
as caracteristicas de cada sistema. As andlises utilizadas em cada sistema e etapa do trabalho
estdo na TABELA 3 e descritas a seguir. Além disso o pH das fases de topo e fundo dos
diferentes sistemas foram medidos utilizando um pHmetro (pH 11 series, Oakton™), o qual foi

devidamente calibrado com trés solucdes tampao (pH 4,0; 7,0 e 10,0).
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3.3.4.1. Método termogravimétrico

Uma andlise termogravimétrica utilizando o equipamento TGA 400 (Perkin Elmer) foi
desenvolvida. Esta técnica ¢ capaz de quantificar cada um dos quatro componentes presentes
no SDFA (receptor de hidrogénio, doador de hidrogénio, sal e d4gua) considerando a diferenca
entre a temperatura de ebulicao/decomposicao de cada componente. Desta forma, em todos os
sistemas onde a diferenca entre a temperatura de fusdo/decomposi¢do dos seus componentes €
suficiente para que ndo ocorra sobreposi¢do dos eventos, esta técnica pode ser utilizada para
quantificar todos os componentes presentes nas fases em uma etapa unica.

Para tanto, aproximadamente 10 mg de cada fase foi pesada em panelinhas de
aluminio e submetidas a uma atmosfera de ar sintético a um fluxo de 50 mL/min e analisadas
numa faixa de temperatura de 25 a 650 °C. A taxa de aquecimento utilizada foi de 10 °C/min.
As amostras de cada fase do sistema foram avaliadas em duplicata. Esta metodologia foi

devidamente validada conforme descrito a seguir.

Validag¢dao da Metodologia

Com a finalidade de avaliar a exatiddo desta técnica em quantificar as fases dos
sistemas, misturas de concentragdes conhecidas foram preparadas de forma a representar as
fases de topo e fundo de cada sistema. Essas amostras foram analisadas em triplicata nas
mesmas condicoes descritas anteriormente.

Algumas linhas de amarracdo foram analisadas através da técnica de ressondncia

magnética nuclear ("H RMN) com a finalidade de comparar os resultados obtidos via TGA.

3.3.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para validag@o da andlise termogravimétrica a seguinte metodologia foi utilizada: as
fases do sistema foram analisadas em espectrometro Bruker, modelo Advance DRX 400 MHz
onde todas as amostras analisadas foram devidamente diluidas em 4gua deuterada (D20) e como
referéncia interna foi utilizado tetrametilsilano (TMS).

A técnica de '"H RMN também foi utilizada como forma de quantificar os componentes
como o doador e receptor de hidrogénio presentes nos sistemas. Esta analise foi realizada
utilizando dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna. Nesta técnica 75 pL de amostra, 75 pL de agua, 340 uL. de DMSO com 1 % de TMS e

15 pL de benzeno foram adicionados em tubos proprios para analise em RMN. O benzeno
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adicionado atua como referéncia para a quantificagdo dos demais compostos presentes na
amostra. A anélise de 'H RMN ndo permite a quantificagido da 4gua e do sal, sendo necessaria
uma analise complementar para quantificar estes compostos. Os valores obtidos foram

confirmados por balan¢o de massa.

3.3.4.3. Técnicas analiticas para determinagdo de [Ni112om]Cl, glucose e agua

As técnicas de TGA e "H RMN sdo capazes de quantificar mais de um componente
das fases em uma etapa inica. Porém, em alguns sistemas, como descrito na TABELA 3, foram
utilizadas técnicas individuais para cada componente existente nas fases. Para determinacao do
teor de agua foi aplicado o método coulométrico de Karl Fischer (Coulometro Karl-Fischer
Metrohm 831) utilizando o reagente Hydranal ® (Coulomat AG reagent, Riedel-de Haén) como
analito.

A glucose também foi quantificada através do método colorimétrico utilizando o &cido
3,5-dinitrosalicilico (DNS). Nessa técnica 1 mL da solu¢ao padrao de DNS foi adicionado a 1
g de cada amostra devidamente diluida, agitada e mantida em 100 °C por 10 minutos. A fim de
parar a reacdo as amostras foram imersas em banho de gelo e diluidas para o volume final de
10 mL. O produto reduzido (3-amino-5-nitrosalicilato) da reacdo entre o DNS e a glucose
presente na amostra, pode entdo ser quantificado por espectrometria de UV-vis (Shimadzu UV-
1700) a 540 nm através de uma curva pré-estabelecida. Por fim, utilizando um eletrodo seletivo
de ions (MetrohM 904 Titrando) pdde-se quantificar os ions de CI- presente na amostra e
consequentemente determinar a concentracao total de [Ni112omn)]Cl presente nas mesmas.

Estas analises foram utilizadas para obtengao da composigao dos sistemas do Capitulo

5 e foram realizadas em triplicata (TABELA 3).

3.3.4.4. Andlise de troca ionica (ICP-AES)

Considerando que os sistemas aqui avaliados apresentam dois sais em sua composi¢ao
(IN1112om]Cl e KoHPOy) realizou-se a andlise de Plasma por Acoplamento Indutivo (ICP do
inglés, Inductively coupled plasma) nas fases dos sistemas do Capitulo 4 para verificar a
possivel presenga de troca i0nica entre os ions dos sais que compde esses SDFA. Para tanto,
foram escolhidas duas linhas de amarragao de cada sistema e os ions de fosforo e potassio foram
determinados por espectroscopia de emissao atdmica utilizando um espectrometro de emissao

atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-AES, Varian, Varian, model 720-ES) com
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configuragdo axial. Previamente a analise, amostras de cada fase (1 mL) foram devidamente
digeridas em 5 mL de acido nitrico e 4 mL de peroxido de hidrogénio por 30 minutos al00 °C,

na sequencia as amostras foram filtradas e diluidas para a analise em ICP.

3.4. Modelagem Termodinamica — Modelo NRTL

O modelo NRTL (do inglés, Non-Random-Two-Liquid) proposto por Renon e
Prausnitz (1968), e tem como base o conceito de composi¢do local e pode ser aplicado para
sistemas total e parcialmente misciveis obtendo uma boa correlagdo com os dados
experimentais (RENON; PRAUSNITZ, 1968). Os parametros do modelo NRTL foram
estimados utilizando o software TML-LLE 2.0 desenvolvido por Stragevitch e D’Avila (1997).
Estes parametros sdo estimados por minimizacao da func¢do objetivo descrita na Equagao (18)
utilizando o método numérico simplex modificado (NELDER; MEAD, 1964; SE; AZNAR,
2002; STRAGEVITCH; DAVILA, 1997). O desvio médio quadratico (RMSD, do inglés root-
mean-square-deviation) utilizado para comparar as composi¢des experimentais de cada

componente das duas fases ¢ definido pela Equagao (19).

2

FO = ZM ZN 1(x11]f’3<xp llﬁcalc) + (xlljllfxp lI]Ikcalc) (18)
ZMEN Iexp {Falc 2+ {I_,exp_ l{I_,calc 2
RMSD = 100. G i) I i (19)
2MN

Onde, M e N sdo as linhas de amarragdo e o nimero de componentes, respectivamente.
Os sobrescritos I e II se referentes as duas fases do equilibrio e x a fragcdo massica dos
componentes em casa fase.

Ap6s a determinacdo dos parametros, as concentracdes dos componentes das fases
obtidas pelo método NRTL foram comparadas com os dados experimentais através da

minimizac¢ao da funcdo objetivo e do RMSD obtido.
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3.5. Particiao de Biomoléculas

Para avaliar a particdo de diferentes biomoléculas nos sistemas deste trabalho foram
escolhidas composi¢des globais dentro da regido bifasica de cada sistema. As misturas foram
preparadas gravimetricamente em tubos de centrifuga e devidamente agitadas em agitador
vortex (MX-S, Gomixer) para completa solubilizagdo dos componentes. Neste caso, a dgua a
ser adicionada ao sistema foi totalmente substituida por uma solugdo de cada biomolécula em
estudo, conforme TABELA 3.

As concentragdes das biomoléculas nas solu¢des e o comprimento de onda utilizados

para quantificacdo em espectrofotometro estdo na TABELA 6.

TABELA 6 - CONCENTRACAO DAS BIOMOLECULAS EM SOLUCAO E COMPRIMENTO DE ONDA
(nm) UTILIZADO PARA QUANTIFICACAO

Biomolécula Concentragdo A (nm)
gL! mol L*!

Acido Galico 0,50 2,94 x 1073 262
Acido Vanilico 0,50 2,97 x 1073 259
L-Triptofano 1,00 4,90 x 1073 279
L-Fenilalanina 3,00 1,82 x 1072 259
L-Tirosina 0,10 5,52 x 107 275
Glicina 0,75 9,99 x 1073 570
Cafeina 1,00 5,15 %1073 273
Nicotina 1,00 6,16 x 1073 260
B-Caroteno 1,00 3,10 x 1073 512

Fonte: A Autora (2018)

As amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 30 minutos para que a completa
separacao das fases dos sistemas fosse obtida. Em seguida, a concentracdo de cada biomolécula
em estudo nas fases dos sistemas foi quantificada por espectrofotdmetro UV-VIS (UV-1800,
Shimadzu) utilizando curvas de calibracdo previamente estabelecidas. Foram realizados no
minimo dois experimentos individuais para cada sistema de forma a permitir a determinagao
do coeficiente de particdo (K) e a eficiéncia da extracao (EE %), bem como dos seus respectivos
desvios padrao (o).

Para quantificacdo da glicina, considerando que esta ndo possui anel aromatico em sua
estrutura, foi necessario fazer uso de reagente de ninidrina, o qual reage com a glicina

conferindo cor ao sistema. Foram adicionados 75 pL do reagente de ninidrina em 100 pL de
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amostra das fases contendo glicina, devidamente diluidas. As amostras foram entao incubadas
a 80 °C durante 30 minutos, e em seguida foram adicionados 100 pL de etanol 50 % (v/v) a fim
de cessar a reagdo. Por fim as amostras eram encaminhadas para quantificagdo em UV-VIS
(JONES; OWEN; FARRAR, 2002; MOORE; STEIN, 1954). O coeficiente de parti¢ao (K) das
biomoléculas foi determinado através da razao entre a concentragdao de cada biomolécula nas

fases dos sistemas, conforme descrito na Equagao 20.

_ [Biom]topo (20)

[Biom]fundo

[Biom] corresponde a concentracdo da biomolécula nas fases dos sistemas (topo ou fundo).
Com excec¢do dos sistemas apresentados no Capitulo 5 onde o K foi calculado através da razao
da concentragdo da biomolécula na fase de fundo e de topo (K = [Biom]gyngo/ [Biom]iep,)
A eficiéncia da extracdo (EE %) foi definida como a fracdo entre a concentracao de
biomolécula na fase em que foi preferencialmente particionada (topo ou fundo) e na mistura

total, Equagdo 21.

topo ou fundo

EE (%) = —2iom ——— x 100 1)
biom biom

Onde, m corresponde a fragdo da biomolécula extraida em cada fase especifica.
Quando a parti¢do de biomoléculas semelhantes foi avaliada no mesmo sistema, a
seletividade desta também foi calculada. A Seletividade (S) foi definida como a razdo entre o

coeficiente de particdo (K) de duas biomoléculas (Equagao 22).

Kpiom
51/2 = —Boml (22)

KBgiom 2
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PARTE I

Resultados e Discussao

Nesta parte serdo apresentados os resultados
obtidos nesta tese. Estes resultados foram divididos

em 4 Capitulos conforme descrito no Capitulo 2.
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CAPITULO 4 - Avaliacio da estabilidade dos DES em SDFA'

Neste capitulo diferentes DES, compostos por [Nii110m)] Cl como receptor de hidrogénio e os
agucares (glucose, frutose e sacarose) como moléculas doadoras de hidrogénio, foram
avaliados quanto a sua capacidade de formar SDFA com o sal K2HPOy e sua estabilidade no

sistema aquoso.

4.1. Dados de equilibrio liquido-liquido

Diferentes DES compostos por cloreto de colina ([N(112om]Cl) como molécula
receptora de hidrogénio (RH) e acticares (glucose, frutose e sacarose) como moléculas doadoras
de hidrogénio (DH) a diferentes razdes massicas RH: DH: 2:1, 1:1 e 1:2 foram obtidos. A partir
dos solventes eutéticos produzidos fez-se o levantamento das curvas binodais DES + Ko;HPO4
+ H20 bem como para o sistema composto por [N111omn)]Cl + K2HPO4 + H20. A escolha do
sal (KoHPOg) para obtengdo dos sistemas de duas fases aquosas se deu pela sua alta solubilidade
em agua (em torno de 1600 g L") e capacidade de causar salting-out de acordo com a série de
Hofmeister (HOFMEISTER, 1888). Todas as curvas binodais estdo apresentadas na FIGURA
7 e os dados detalhados destas curvas estdo apresentados no APENDICE A.

As curvas binodais apresentadas (FIGURA 7) indicam o limite entre as regides
monofésica e bifasica e quanto maior a capacidade de formar fases de cada DES mais proxima
a binodal se encontra dos eixos de origem. De maneira contraria, quanto maior a concentragao

do doador de hidrogénio na formagao dos DES menor foi a regido bifésica obtida.

! Os resultados apresentados neste capitulo foram baseados no manuscrito publicado: FARIAS, F. O.; SOSA, F.
H. B.; IGARASHI-MAFRA, L.; COUTINHO, J. A. P.; MAFRA, M. R. Study of the pseudo-ternary aqueous two-
phase systems of deep eutectic solvent (choline chloride: sugars) + K;HPO4 + water. Fluid Phase Equilibria, v.

448, p. 143-151, 2017.
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FIGURA 7 - DIAGRAMA DE FASES A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA DOS SDFA COMPOSTOS
POR DES + K;HPO4 + H0, UTILIZANDO DIFERENTES DOADORES DE HIDROGENIO A DIFERENTES
RAZOES MASSICAS COM [Ni1100m]CL: (M) 2:1, (A) 1:1, (®) 1:2 EPARA O SISTEMA (@) [Ni1100m)]Cl
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Todas as curvas binodais apresentaram um comportamento semelhante a curva
correspondente aquela obtida sem a presenca de um doador de hidrogénio (sistema
[Ni111¢0om)|Cl + KoHPO4 + H20). Isto pode ser observado na FIGURA 8, onde todas as curvas
foram plotadas em fun¢do da concentragdo de cloreto de colina na mistura inicial do DES e
observou-se quase total sobreposicao destas curvas com aquela formada apenas por cloreto de
colina. Este resultado ¢ similar aos apresentados por Passos et al. (2016) para SDFA compostos
por DES e PPG (My 400 g mol ™). De acordo com estes autores este comportamento indica que
a formagdo das duas fases aquosas ocorre predominantemente pela presenca do cloreto de
colina onde a molécula doadora de hidrogénio apresenta pouco efeito na formacdo de fases
(PASSOS; TAVARES; FERREIRA et al. 2016). Os resultados aqui apresentados mostram o
mesmo efeito para SDFA formados por DES e sal.

Para o sistema ternario [Niiicom]Cl + KoHPOs + H>O, exclusivamente, a
determinagdo da composicdo das fases foi feita pelo método gravimétrico proposto por
Merchuk (MERCHUK; ANDREWS; ASENJO, 1998). Neste método a equagdo 13 foi utilizada
para correlacionar os dados experimentais da curva binodal (parametros: A =104,11; B=-0,28
e C = 1,04E-05; R?=0,99) e a composi¢ao das linhas de amarragdo calculada por balanco de
massa utilizando as Equagdes 14 a 17. O diagrama de fases completo para este sistema ¢
apresentado na FIGURA 9. Na TABELA 7 sao apresentados os dados experimentais de linha

de amarracao de todos os SDFA avaliados.

FIGURA 9 — DADOS DE ELL PARA O SDFA: [N11com]Cl + KoHPO, e H20: (@) CURVA BINODAL,
(A) LINHAS DE AMARRACAO, (M) COMPOSICAO GLOBAL E (O) PONTO CRITICO PARA O A 25°C
60
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40}
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Fonte: A Autora (2018)

Considerando que a presenga dos agucares ndo influencia na formagao das fases, foram

escolhidos para dar continuidade ao trabalho apenas os sistemas compostos pelos DES



56

[Ni112on)]Cl: agtcares na razao de 2: 1. Para estes sistemas, foram escolhidos seis pontos de
composi¢ao global dentro da regido bifasica, sendo a analise de termogravimetria (TGA)
utilizada para quantificar a composicao das fases dos sistemas. Previamente a quantificagdo das
fases uma validacdo da metodologia foi realizada a qual sera descrita adiante. A determinacgao
da composig¢ao das linhas de amarragao utilizando esta técnica leva em consideragao a diferenga
entre a temperatura de fusdo/decomposi¢do de cada um dos quatro componentes formadores do

sistema.

TABELA 7 - DADOS EXPERIMENTAIS DE ELL PARA OS SDFA A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA,
ONDE: (1) KoHPO4; (2) [Na11com]CL (3) H20; (4) DOADOR DE HIDROGENIO E (5) DES.*

LA Composi¢ao Global (% m/m) F?i/eo i?/;(l))p © Fas(i /Od;}?lr)ldo CLA
[1] [2 ou 5] (1 [2] 31 4 11 [2]  [3] [4]
[Ni11ow]Cl + KoHPO4 + HO
1 25,1 25,0 13,0 37,3 49,8 - 41,9 7,8 50,1 - 41,2
2 25,7 25,8 11,1 40,5 484 - 45,1 6,2 48,7 - 48,3
3 26,5 26,4 9,7 43,3 47,0 - 479 48 472 - 54,3
4 27,2 27,1 8,2 46,7 45,1 - 49,5 45 46,3 - 59,3
5 27,8 27,9 7,1 494 435 - 51,4 3,5 452 - 63,8
6 28,5 28,5 6,3 51,7 42,1 - 53,3 2,8 439 - 67,8
[Ni11om]Cl: glucose (2:1) + K.HPO4+ HoO
1 28,6 28,6 11,5 37,0 44,7 69 37,1 104 41,4 108 37,2
2 29,3 29,3 9,7 40,6 43,8 58 38,8 86 399 11,7 43,6
3 29.9 30,0 82 445 414 59 423 5,3 39,1 12,5 52,3
4 30,5 30,6 6,8 47,7 39,7 58 429 60 37,1 12,5 55,6
5 31,2 31,2 6,3 49,5 38,9 54 43,6 6,1 37,1 13,0 572
6 31,7 31,7 54 51,0 382 54 449 6,1 356 13,2 60,2
[N111(20H)]C1: frutose (2: 1) + KoHPO4+ H,O
1 28,6 28,5 16,7 322 43,5 7,7 349 12,7 423 104 26,9
2 29,3 29,2 124 380 429 7,2 38,1 9,7 40,7 11,1 38,5
3 29.9 29,9 10,4 41,5 42,0 6,1 40,3 8,6 390 12,1 449
4 30,5 30,6 8,9 454 39,6 6,1 42,5 66 372 125 51,8
5 31,2 31,2 82 478 38,1 59 438 58 37,0 129 555
6 31,7 31,8 8,1 48,5 38,1 52 458 46 357 13,8 58,5
[Ni1100m]Cl: sacarose (2:1) + KoHPO4 + H,O
1 28,6 28,6 149 33,8 442 7,10 356 10,8 429 109 31,1
2 29,3 29,2 10,7 40,8 42,7 5.8 39,7 81 41,5 11,9 44,1
3 29,9 30,0 9,1 444 40,7 59 41,3 69 40,0 12,2 498
4 30,5 30,6 7,8 473 395 54 433 6,0 38,6 12,8 55,0
5 31,2 31,2 7,1 50,2 373 54 434 56 37,7 13,0 58,3
6 31,8 31,7 74 50,6 372 48 45,1 55 357 13,6 594

? As incertezas padrao (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,2 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)

A técnica de TGA ja foi previamente utilizada com resultados satisfatorios na
determinagdo do teor de dgua em equilibrio liquido-liquido e so6lido-liquido entre dgua e LIs
(SHAN; WONG; PEI; et al., 2002), quantificagdo de DES em compositos (XU; WANG; DING;
et al., 2016) e determinacao do teor de 4gua em DES (DAI; VAN SPRONSEN; WITKAMP; et
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al., 2013). Neste trabalho o uso desta técnica para quantificagdo das fases também apresentou
resultados satisfatorios com desvios maximo e médio de 1,0 e 0,4 %, respectivamente.

Como mostram os resultados apresentados na TABELA 7, o doador de hidrogénio
(acucares) se particiona preferencialmente para a fase de fundo, enquanto que a molécula
receptora de hidrogénio ([Ni11om)]Cl) esta presente em maior concentragao na fase de topo. A
razao massica entre o receptor e doador de hidrogénio em cada fase nao corresponde a razao
original de formag¢ao dos DES indicando uma parti¢do diferente do RH e DH entre as fases. Se
as ligacdes formadoras dos DES se mantivessem nas solugdes aquosas a relacdo entre receptor
e doador de hidrogénio em ambas as fases deveria ser a mesma, da observada na composi¢ao
global, o que ndo ocorreu evidenciando a quebra das ligagdes de hidrogénio responsaveis pela
formacdo dos DES. Estes resultados estio de acordo com os resultados previamente
apresentados por Passos et al. (2016) para SDFA formados por DES e PPG. Na FIGURA 10,
pode se observar a relacdo molar entre doador e receptor de hidrogénio nas fases dos sistemas
em comparag¢ao com a relagdo do DES inicial, confirmando a quebra das ligacdes de hidrogénio
entre 0 RH e DH, e que estes sistemas sdo de fato sistemas quaternarios, conforme discutido
anteriormente. Os valores das razdes molares entre doador e receptor de hidrogénio

apresentadas na FIGURA 10 estio também apresentados no APENDICE D.

FIGURA 10 - RAZAO MOLAR ENTRE RECEPTOR (RH) E DOADOR DE HIDROGENIO (DH) NO DES
INICIAL (LINHAS CONTINUAS E TRACEJADAS) PARA E AS FASES DOS SDFA: (O) [Ni112om]Cl:
GLUCOSE , (A) [Niiieom]Cl: FRUTOSE E (1) [Ni11¢20m)]Cl: SACAROSE
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Os sistemas quaterndrios possuem maior complexidade que sistemas ternarios. Desta
forma, nem sempre a representagdo ternaria ou pseudo-terndria € suficiente para representar
este tipo de sistema graficamente. Nesse caso, os sistemas podem ser apresentados em forma
de superficie em trés dimensdes, como mostrado na FIGURA 11.

O pH das fases destes sistemas também foi medido e variou de 10,3 a 11,0 e ndo foram

observadas diferencas significativas entre o pH de topo e fundo (APENDICE B).

FIGURA 11 — REPRESENTACAO TRIDIMENSIONAL DOS SISTEMAS QUATERNARIOS [Ni11¢0m)]Cl +
DOADOR DE HIDROGENIO + K,HPO4 + H,0 EM DIFERENTES RAZOES [Ni1100m]Cl: ACUCARES: (@)
2:1, (@) 1:1 E(®)1:2, PARA O SISTEMA (@) TERNARIO [N11001]Cl + K2HPO4 + H,O. (-A-)AS
LINHAS DE AMARRACAO TAMBEM FORAM APRESENTADAS .

Glucose /

a

s

Fonte: A Autora (2018)
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4.1.1. Validagdo da Metodologia de TGA para determinagdo das linhas de amarragao

Até o desenvolvimento do presente trabalho, ndo havia relatos na literatura consultada
sobre 0 uso da técnica de TGA para a determinag¢ao da composi¢ao das fases de SDFA. Desta
forma uma valida¢ao da metodologia tornou-se necessaria. Num primeiro momento avaliou-se
a aplicabilidade desta analise em quantificar os diferentes compostos presentes nas fases através
do preparo de amostras de concentragdes conhecidas. Esta metodologia quando aplicada em
amostras de concentragdes conhecidas apresentou boa capacidade de quantificar os diferentes
compostos bem como baixo desvio padrao entre suas repeti¢des. Os resultados dessa validagado
sdo apresentados no APENDICE C. Porém, para garantir a confiabilidade da técnica aplicada
em amostras desconhecidas, as fases de algumas linhas de amarragdo foram avaliadas tanto pela
técnica de TGA quanto pela técnica de '"H RMN. Comparando os resultados de ambas as
técnicas, em termos de razao molar entre doador e receptor de hidrogénio, estas apresentaram
resultados muito préximos (TABELA 8), o que demonstra a confiabilidade da técnica de TGA

na quantificacao das fases dos sistemas avaliados nessa etapa.

TABELA 8 - RAZAO MOLAR ENTRE RH [Ni11¢om]Cl E DH,(ACUCARES) NAS FASES RICA EM
[Na112om]Cl1 E FASE RICA EM K,HPO4 PELAS ANALISES DE 'H RMN E TGA.

Composigdo RH: DH
global (% m/m) Razio molar
Sistema Fase rica em Fase rica em
K,HPOs DES DES [Na11eom]Cl K,HPO,
RMN TGA RMN TGA
[Ni112om]Cl:Glucose+K,>HPO4+ H,O 0,4 0,19 0,14 0,87 0,80
[N111¢20m)]Cl:Frutose+K,HPO4+ H,O 28,5 28,5 04 0,21 0,19 0,90 0,63
[N111om]Cl:Sacarose+KoHPO4+ HO 0,2 0,10 0,09 0,58 0,41

Fonte: A Autora (2018)

4.1.2. Analise de troca i0nica

Considerando que os sistemas aqui estudados sdo de fato sistemas quaternarios onde
os doadores de hidrogénio (agucares) apresentam pouco efeito na obtencdo dos SDFA os
principais componentes responsaveis pela formacgao das fases sdo dois sais: o sal cosmotropico
K2HPOse o sal quaternario de amonio [N11120m)]Cl. Sendo ambos os sais fortemente ionizaveis
¢ de se esperar uma possivel troca idnica entre os sais (GUTOWSKI; BROKER; WILLAUER;
et al., 2003) de modo que a extensao desta troca ¢ dependente da for¢a de cada ion de acordo

com a série de Hofmeister (HOFMEISTER, 1888). De maneira geral, ions cosmotroépicos como
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K", HPO4*, CI" e também o [Ni11om)]” tendem a ser solvatados pela 4gua o que pode reduzir
ou mesmo evitar a troca idnica.

A alta tendéncia destes sais em sofrer hidratacdo também pode ser avaliada em relagdo
a energia de hidratacdo de Gibbs (AG hidratacao), @ qual mostra que fortes ligacdes entre a dgua
do sistema e os ions destes sais podem ser formadas tornando insignificante a troca idnica entre
estes sais (MARCUS, 1991). Além disso, eletrolitos fortes nas concentragdes normalmente
observadas em SDFA ndo sdo inteiramente dissociados, o que ndo contribui para que ocorra a
troca ionica (KURNIA; FREIRE; COUTINHO, 2013). A troca idnica em sistemas compostos
por cloreto de 3-metilimidazolio e o ion POs*, por exemplo, ja foi devidamente avaliada e
considerada muito pequena (DUPONT; DEPUYDT; BINNEMANS, 2015) conforme o
previsto por Gutowski et al. (2003). Sabe-se também que a interacdo cation-anion do
[Ni11com]Cl € mais forte que para cloretos de alquil-metilimidazolios, por exemplo, sendo
possivel prever que nos sistemas avaliados neste trabalho a troca idnica ndo deve ocorrer de
forma significativa. Porém para confirmar a ndo existéncia da troca ionica dos SDFA estudados
a analise ICP foi realizada para quantificar os ions de fosforo e potadssio presentes nas fases dos
sistemas. Foram avaliadas duas linhas de amarragdo para cada sistema, a mais préxima e a mais
afastada da curva binodal (A composi¢do global das linhas de amarragdo avaliadas estdo na
TABELA 7), as quais s@o as que apresentam maior € menor teor de 4gua em sua composi¢ao

global, respectivamente. Os resultados obtidos sdo apresentados na TABELA 9.

TABELA 9 — CONCENTRACAO DOS {ONS DE POTASSIO E FOSFORO NAS FASES DE TOPO E
FUNDO OBTIDA PELAS ANALISE DE TGA E ICP. ?

Potassio (K) / (Ck mol/Kg) Fosforo (P) / (Cp mol/kg) Ck/Cp — ICP
LA "TGA® ICP TGA® ICP TGA® ICP  TGA® ICP
Topo Fundo
Topo Top Fundo Fundo Topo Topo  Fundo Fundo
[Ni11¢0om)]Cl + KoHPO4 + H,O
1 1,49 1,56 4,81 5,48 0,75 0,80 2,41 2,61 1,9 2,1
6 0,72 0,71 6,12 6,37 0,36 0,40 3,06 3,25 1,8 2,0
[Ni1120m]ClL: glucose (2:1) + Ko.HPO4+ H,O
1 1,32 1,32 4,26 4,26 0,66 0,71 2,13 2,28 1,9 1,9
0,62 0,66 5,16 5,60 0,31 0,40 2,58 2,83 1,6 2,0
[N111(20H)]Cll frutose (2:1) + K;HPO4+ H,O
1 1,92 2,00 4,01 4,29 0,96 1,09 2,00 2,13 2,0 1,8
6 0,93 0,69 5,26 5,60 0,47 0,40 2,63 2,65 1,7 2,1
[N111(20H)]Cli sacarose (2:1) + K;HPO4 + H,O
1 1,71 1,76 4,09 4,44 0,86 0,95 2,04 2,36 1,9 1,9
6 0,85 0,69 5,18 5,78 0,42 0,39 2,59 2,69 1,8 2,1

 As incertezas padrio desta analise, u, sdo u(C;) = 0,01 mol/kg; u(Cx/Cp) = 0,1, ®Calculados através da
concentragdo de sal determinada por TGA. Fonte: A Autora (2018)

Considerando que para cada ion de fosforo (P) presente na molécula do sal utilizado

(K2HPO4) existem dois ions de potassio (K) a razao molar entre as concentragdes de potassio e
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fosforo nas fases deve ser proxima a dois. Esta razdo foi observada para todas as linhas de
amarragdo avaliadas, TABELA 9, confirmando que a troca i0nica entre os sais utilizados neste
trabalho ¢ desprezivel, como ja foi reportado previamente na literatura (BRIDGES;
GUTOWSKI; ROGERS, 2007; FREIRE; CLAUDIO; ARAUJO; et al., 2012; GUTOWSKI,;
BROKER; WILLAUER; et al., 2003; KURNIA; FREIRE; COUTINHO, 2013; SAMPAIO;
SOSA; MARTINS; et al., 2016; WANG; HAN; LIU; et al., 2013).

4.2. Modelagem Termodindmica

A TABELA 10 apresenta a interacdo bindria entre os parametros do modelo NRTL
para o sistema ternario ([Ni112on)]Cl + KoHPO4 + H2O) e quaternarios ([Ni11¢on)]Cl + DH+
KoHPO4 + H20) a 25 °C. O modelo de NRTL proposto apresentou boa correlagdo com os

dados experimentais para todos os sistemas estudados com um desvio médio inferior a 1,7 %.

TABELA 10 - PARAMETROS DO MODELO NRTL PARA OS SDFA TERNARIO E QUATERNARIOS

Parametros (i/j) A(0)ij A(0)ji Alfa(0)ij RMSD* (%)
[Ni11com]Cl/ KoHPO4 2321,1 1957,3 0,2091
K>,HPO4/ H,O -1786,3 504,1 0,2200 0,7
[Ni112om]Cl/ H,O -1263,8 1356,7 0,3432
[Ni112om]Cl/ KoHPO4 2012,6 2357,7 0,2000
KoHPO4/ Glucose 115,78 -62,3 0,3487
K>HPO4/ H2O 802,8 782,0 0,3484 0,9
[Ni11om]Cl/ Glucose 36,1 188,7 0,2209
[Ni11¢om]Cl/ H0 -337,6 1212,9 0,4346
H,O / Glucose -1439,1 4362,4 0,2480
[Ni112om]Cl/ KoHPO4 2300,7 1311,5 0,2000
K,HPO4/ Frutose 115,8 -62,3 0,3487
K>HPO4/ H,O 1567,1 855,7 0,3484 1.7
[Ni11com]Cl/ Frutose -84.,4 -223,1 0,2000 ’
[Ni11¢om]Cl/ H0 -869.,5 2296.5 0,2000
H>O / Frutose -1556,6 4337,6 0,2006
[Ni112om]Cl/ KoHPO4 1963.4 1512,2 0,2000
K,HPO4/ Sacarose 115,8 -62,3 0,3487
K>HPO4/ H,O 802,8 782,0 0,3484 13
[N111(20H)]C1/ Sacarose —84,34 —223,1 0,2504 ’
[Ni112om]Cl/ H,O -337,6 1212,9 0,4598
H,O / Sacarose -1556,6 4337,6 0,2661

Fonte: A Autora (2018)

4.3. Particio de Acido Galico

Levando em consideracdo o efeito pouco significativo dos doadores de hidrogénio na
obtencdo dos SDFA deste estudo, optou-se por avaliar a influéncia da presenga deste quarto

componente na particdo de biomoléculas. Para tanto a particao da biomolécula acido galico foi
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avaliada. Num primeiro momento avaliou-se a parti¢ao de trés diferentes concentragoes de
4cido gélico (0,25, 0,50 e 0,75 g L") nas linhas de amarrac¢io mais proxima e mais afastada da
curva binodal (LA1 e LAG6), sendo que a composicao global destas linhas de amarragdo estao
descritas na TABELA 7. O coeficiente de particdo (Kac) e a eficiéncia da fase de topo em

extrair a molécula de acido galico (EE ac %) estdo apresentados na FIGURA 12.

FIGURA 12 - COEFICIENTE DE PARTICAO (Kac) E EFICIENCIA NA EXTRACAO (EE ac %) DE ACIDO
GALICO EM SISTEMAS COMPOSTOS POR  [Ni112om]CV [Ni11om]Cl: ACUCARES + KoHPO4+ H,O
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Fonte: A Autora (2018)

Em todos os casos estudados os valores de Kac foram superiores a 1, o que indica
maior afinidade do acido galico com a fase rica em cloreto de colina (fase de topo). Da mesma
forma, maiores valores de Kag resultaram em maior eficiéncia (Eac %) da fase de topo. A
molécula de acido galico apresenta boa capacidade de formar ligagdes de hidrogénio, e assim
particiona-se preferencialmente para fases mais hidrofilicas (ALMEIDA; PASSOS; PEREIRA;
et al., 2014). Neste trabalho, portanto, combinando esta capacidade de formar ligacdes de
hidrogénio e o efeito salting-out causado pelo sal Ko;HPOs, sdo fatos que podem explicar a
preferéncia desta molécula pela fase de topo. Foram observadas também diferengas entre a
particao do acido galico entre os sistemas com diferentes tipos de moléculas doadores de
hidrogénio (FIGURA 12).

A hidrofilicidade dos doadores de hidrogénio, de acordo com seu logaritmo de parti¢do
octanol/agua (log Kow) obedece a seguinte ordem: sacarose (log Kow = -4,53) > glucose (log
Kow =-2,93) > frutose (log Kow = -2,76). E possivel observar na FIGURA 12 que o Kagreduziu

com o aumento da hidrofilicidade do DH. Considerando os monossacarideos glucose e frutose
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nota-se que, embora sejam isdmeros, esses doadores de hidrogénio apresentam diferentes
conformagdes moleculares ou seja, diferente acesso dos grupos hidroxila (-OH) (TABELA 4).
Desta forma ¢ possivel que a glucose apresente-se mais suscetivel para a formacao de ligagdes
de hidrogénio do que a frutose (FREIRE; LOUROS; REBELO; COUTINHO, 2011;
OKUNIEWSKI; PADUSZYNSKI; DOMANSKA, 2016). Comparando os sistemas com e sem
DH ¢ possivel observar que a presenca dos agticares promoveu uma competicao entre o doador
de hidrogénio e a molécula de acido gélico para realizar ligagdes de hidrogénio. Esse fato
permite concluir que, embora os DH nao tenham afetado significativamente o comportamento
das fases dos sistemas avaliados, ¢ clara a sua influéncia no coeficiente de particdo nestes
sistemas. Considerando que a o DH se particiona preferencialmente para a fase de fundo e que
sua presenca reduz a parti¢ao do acido galico para a fase de topo, realizou-se a particao do acido
galico numa concentragdo de 0,5 g L' em todas as linhas de amarragio de cada sistema com
DES a fim de avaliar a relacdo entre o Kga € 0 Kpu (FIGURA 13) e o efeito da presenga destes

doadores de hidrogénio na parti¢ao do acido galico.

FIGURA 13 - Kag (SIMBOLOS FECHADOS) E Kpi (SIMBOLOS VAZADOS) PARA AS LINHAS DE
AMARRACAO DOS SISTEMAS COMPOSTOS POR DES + K,HPO,+ H,0: (O) GLUCOSE, (A)
FRUTOSE E (CJ) SACAROSE.
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Fonte: A Autora (2018)

A FIGURA 13 mostra que o Kag aumenta conforme a linha de amarragdo se afasta do ponto
critico da curva binodal. Por outro lado, quanto maior a concentracdo de doador de hidrogénio
na composi¢do global, menor os valores de Kpn, ou seja, maior a particao dos aglicares para a

fase de fundo, reforgando a preferéncia desses compostos para essa fase. Conhecer a influéncia



64

das moléculas doadoras de hidrogénio nas fases dos sistemas ¢ importante para desenvolver
novos SDFA com a habilidade de modificar as caracteristicas das fases dos sistemas de acordo
com a biomolécula a ser particionada. Além disso, este trabalho indicou sistemas capazes de
particionar acido gélico de maneira similar ou superior a diferentes SDFA formados por liquido
ionico-sal e polimero-sal (ALMEIDA; PASSOS; PEREIRA; et al., 2014; CLAUDIO;
FERREIRA; FREIRE; et al., 2012; REIS; CAMPOS; SANTOS; et al., 2015; SIMENTAL-
MARTINEZ; MONTALVO-HERNANDEZ; RITO-PALOMARES; BENAVIDES, 2014).
Todos os valores de coeficiente de particdo e eficiéncia da extragdo também podem ser

observados no APENDICE E.

4.4. Consideracoes Finais

No Capitulo 4 diferentes solventes eutéticos profundos (DES) utilizando cloreto de
colina como receptor de hidrogénio (RH) e diferentes acucares (glucose, frutose e sacarose)
como molécula doadora de hidrogénio (DH) foram preparados e aplicados na obtencao de
SDFA, sendo obtidos dados de equilibrio liquido-liquido destes sistemas a 25 °C. A molécula
RH (cloreto de colina) apresentou efeito significativo na obten¢do dos SDFA, enquanto que os
DH parecem agir como aditivos aos sistemas. A analise de TGA foi proposta para medir a
composicao das fases dos sistemas, apresentando baixo desvio padrao (<1 %) na quantificagdo
das amostras. Com esta técnica também foi possivel comprovar que ocorre a quebra das
ligacdes de hidrogénio formadoras dos DES, quando estes sdo utilizados como formadores do
SDFA, através da parti¢ao diferenciada do cloreto de colina e os agucares nas fases dos
sistemas, tornando esses sistemas de fato quaternarios. Verificou-se também que a fase de topo
dos sistemas se apresentou rica em cloreto de colina e que os agucares se particionaram
preferencialmente para fase de fundo (rica em KoHPO4). O modelo NRTL foi empregado na
correlagdo com os dados experimentais, apresentando boa concordancia (desvios inferiores a
1,7 %). A particao de acido géalico também foi avaliada nos diferentes sistemas. Observou-se
que, embora ndo apresentem efeito significativo no comportamento de fases dos sistemas, os
doadores de hidrogénio (glucose, frutose e sacarose) foram capazes de alterar a particdo do
acido galico nos SDFA avaliados. Portanto, € possivel afirmar que os DH, aqui tratados como
um quarto componente, apresentam um efeito sobre as caracteristicas fisico-quimicas das fases,

podendo ser empregando no desenvolvimento de SDFA adequados para cada aplicacao.
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CAPITULO 5 - Obtencio de SDFA ternarios compostos por DES?

No Capitulo 5 os DES compostos por [Niiicom]Cl e glucose em diferentes razoes
molares (2:1, 1:1 e 1:2) foram avaliados quanto a sua capacidade em formar SDFA

pseudo-terndrios com o polimero PPG (My 400 g mol™”).

5.1. Dados de Equilibrio Liquido-Liquido

Os solventes eutéticos profundos (DES) compostos por cloreto de colina e
glucose ([N1112on)]Cl: glucose) foram obtidos em trés diferentes razdes molares (2:1, 1:1
e 1:2). Os DES, [Ni11¢com]Cl: glucose, foram entdo utilizados para obtengdo de curvas
binodais com o polimero poli(propileno)glicol de massa molar 400 g mol! (PPG 400).
As curvas binodais para os sistemas [Ni11om)|Cl: glucose + PPG 400 + H>O e para os
sistemas ternarios [Ni112om)]CI + PPG 400 + H>O e glucose + PPG 400 + H>O estdo na
FIGURA 14. Os dados de razdo massica dos pontos formadores das binodais estdo
reportados no APENDICE A.

A formacgao de duas fases em sistemas compostos por [Ni112om]Cl ¢ PPG em
solucdes aquosas ocorre devido ao mecanismo de salting-out o qual ¢ realizado pelo
[N111con)]Cl sobre o PPG, devido a sua grande capacidade de formar complexos de
hidratacdo. E importante ressaltar que este comportamento se difere do mecanismo de
formacao de fases entre um LI e um polimero, por exemplo, a qual é controlada por
interagdes bem estabelecidas entre o LI e o polimero (NEVES; SHAHRIARI; LEMUS;
et al., 2016; QUENTAL; CABAN; PEREIRA; et al., 2015).

Sabe-se que as ligacdes de hidrogénio formadoras dos DES sdo quebradas
quando estes sdo aplicados em SDFA devido a solvatagdo, realizada pela dgua, sob os
componentes individuais que formam os DES. Tem-se ainda que o [Niiieom)]Cl
desempenha maior papel na formagao dessas fases, enquanto que o doador de hidrogénio
(glucose) apresenta menor efeito na obtengdo dos SDFA, atuando como aditivo ao

sistema (FARIAS; SOSA; IGARASHI-MAFRA; et al., 2017; PASSOS; TAVARES;

20s resultados apresentados neste capitulo foram baseados no manuscrito publicado: FARIAS, F. O.;
PASSOS, H.; LIMA, A. S.; MAFRA, M. R.; COUTINHO, J. A. P. Is It Possible To Create Ternary-like
Aqueous Biphasic Systems with Deep Eutectic Solvents? ACS Sustainable Chemistry & Engineering,
v. 5,p.9402-9411, 2017.
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FERREIRA; et al., 2016). Desta forma, para demonstrar o efeito de cada componente
formador dos DES as binodais foram representadas em fun¢do da concentracao de DES
(FIGURA 14A), da concentragao de [Ni1120n)]Cl (FIGURA 14B) e da concentragao de
glucose (FIGURA 14C). Na FIGURA 14A, observa-se a quase total sobreposi¢do entre
as curvas binodais, mesmo a diferentes razdes molares da mistura [Ni11om)]Cl: glucose,
onde, apenas uma suave redu¢do da regido bifasica foi observada com o aumento da

concentracao de glucose no sistema.

FIGURA 14 — DIAGRAMA DE FASES A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA DOS SDFA
COMPOSTOS POR PPG 400, H,0 E [Ni1100m)]Cl: GLUCOSE A DIFERENTES RAZOES MOLARES:
(W)2:1,(®) 1:1 E(A) 1:2EPARA OS SISTEMAS (#) [N11100m]Cl + PPG + H,0 E () GLUCOSE

+PPG + H,0. AS CURVAS BINODAIS FORAM REPRESENTADAS EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DE (A) [Ni11¢0m]Cl: GLUCOSE, (B) [Ni11com]Cl E (C) GLUCOSE.
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Nos trabalhos de Passos et al., (2016) e Farias et al., (2017) para os SDFA
compostos por [Ni11on]Cl: dcidos carboxilicos + PPG 400 + H>O e [Nii1¢om)]|ClL:
(glucose/ frutose ou sacarose) + KoHPO4 + H2O, respectivamente, quando plotadas as
curvas binodais em fun¢do da concentragdo de [Ni1icom)]Cl estas se sobrepuseram

indicando a predominancia do cloreto de colina sobre a formacao das fases. Neste
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trabalho, em contrapartida, este comportamento ndo seu repetiu, € as curvas binodais
parecem ser fortemente afetadas pela concentragdo de glucose no sistema (FIGURA
14B). Verificou-se que quanto maior a concentracao de glucose presente na mistura, mais
proximas as curvas binodais estdo do eixo de origem o que significa que uma menor
concentracdo de [Niiieom]Cl € necessaria para induzir a separacdo das fases. A
capacidade da glucose em formar fases com o PPG 400 foi confirmada pela determinagao
do diagrama ternario glucose + PPG 400 + H,O (FIGURA 14A). Desta forma, optou-se
também por representar as curvas binodais em fun¢do das concentracdo de glucose
(FIGURA 14C) ressaltando mais uma vez a influéncia da [Ni112om)]Cl e da glucose, na
obtenc¢ao dos SDFA. Foram obtidas linhas de amarracao a diferentes composigdes globais
para cada razdo molar de [Ni11com)|ClL: glucose, sendo os dados estdo apresentados na

TABELA 11.

TABELA'll - DADOS EXPERIMENTAIS DE ELL PARA OS SDFA A 25 °C E PRESSAO
ATMOSFERICA, ONDE: (1) [N(i11¢0m]Cl; (2) GLUCOSE; (3) PPG 400; (4) H,O E (5) DES
(IN@112om]Cl: GLU) .2

LA Composi¢do Global / (% m/m)  Fase detopo /(% m/m)  Fase de Fundo / (% m/m) CLA
(1] [5] (11 21 31 41 [ip 21 31 1[4

[N111(20H)]Cll glucose (21) + PPG 400+ H,O

1 14,0 33,0 03 04 80,1 192 98 9,1 193 61,8 622
2 15,0 35,0 03 05 80,7 185 11,2 89 18,7 61,2 635
3 17,5 37,0 03 04 824 169 143 114 13,6 60,7 71,0
4 20,0 40,0 02 03 869 12,6 204 145 88 56,3 819
5 22,5 45,0 04 04 857 13,6 259 204 04 533 913
[Ni11om)]Cl: glucose (1:1) + PPG 400 + H.O
1 14,0 33,0 05 1,1 773 21,1 6,6 9,6 246 592 53,7
2 15,0 35,0 03 0,7 79,0 200 84 147 17,6 593 633
3 17,5 37,0 02 04 2830 164 103 148 12,1 62,8 73,0
4 20,0 40,0 03 04 853 140 144 21,0 95 551 798
5 22,5 45,0 03 05 863 129 179 258 3,6 52,7 853
[Ni11om]Cl: glucose (1:2) + PPG 400 + H,O
1 14,0 33,0 03 1,6 76,1 220 44 146 21,2 599 56,6
2 15,0 35,0 04 12 775 209 43 164 19,0 60,3 60,6
3 17,5 37,0 02 0,7 821 17,0 69 199 10,8 624 74,
4 20,0 40,0 0,1 05 862 131 99 246 88 56,7 817
5 22,5 45,0 02 08 84,5 145 11,6 31,5 58 51,1 853

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,2 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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Para todos os sistemas quaternarios cujo os dados estdo apresentados na
TABELA 11 a fase de topo ¢ sempre composta por uma alta concentragao do polimero
(PPG 400) (> 76 % m/m), sendo portanto denominada de fase rica em PPG. Da mesma
forma, a fase de fundo destes sistemas ¢ composta primordialmente por agua (> 50 %
m/m) e apresenta uma alta concentracdo de [Ni11¢2on)]Cl e glucose, sendo chamada de
fase rica em cloreto de colina ([Ni11on)]Cl). Este comportamento se repetiu para todas
as linhas de amarrag¢do independente da razao molar de [Ni1120om)]Cl: glucose utilizada
ou mesmo do comprimento da linha de amarracdo (CLA). As razdes molares entre o
receptor de hidrogénio (RH) e o doador de hidrogénio (DH) para ambas fases e para todas

as linhas de amarragao foram calculadas e apresentadas na FIGURA 15.

FIGURA 15 - RAZAO MOLAR ENTRE O [Ni1¢om]Cl (RH) E A GLUCOSE (DH) NA MISTURA
INICIAL (LINHA TRACEJADA) E NAS FASES DOS SISTEMAS: (%) 2:1; (@) 1:1 E (A) 1:2.
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Fonte: A Autora (2018)

Pela analise da FIGURA 15 foi possivel observar uma boa concordancia entre a
razdo molar RH: DH na mistura inicial do DES e na fase rica em [Niiicom]Cl,
principalmente com o aumento do comprimento da linha de amarragdo. Entretanto esta
razao molar sofre maior variacdo na fase rica em polimero, pois o aumento da
concentragdo de polimero reduz a solubilidade das moléculas doadoras e receptoras de

hidrogénio nessa fase e faz com que as mesmas se concentrem na outra fase. Desta forma,
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a maior concentragdo de [N11120m)]Cl e glucose estard na mesma fase e consequentemente
a estequiometria ¢ mantida. As diferengas mais significativas entre a razao molar RH:
DH na fase rica em polimero se deram para a razao molar 2:1. Nesta razao molar, ocorre
uma parti¢ao quase total dos componentes do DES para a fase rica em [Ni11om]Cl e
consequentemente, concentragdes muito pequenas de doador e receptor de hidrogénio
permanecem na fase rica em polimero, o que acaba por induzir maiores desvios na razao
molar dos componentes do DES nessa fase.

Considerando, que os SDFA baseados em DES sao de fato sistemas quaternarios
estes devem ser representados em diagramas tridimensionais, os quais consideram os
quatro componentes de maneira individual. Nos sistemas aqui estudados verificou-se que
a estequiometria entre doador e receptor de hidrogénio se manteve de modo que a
representacao pseudo-terndria pode ser suficiente para representar estes sistemas de
maneira mais simples em relagdo a representacdo tridimensional. Desta forma, optou-se
por fornecer ambas as representagdes, FIGURAS 16 e 17. Na representacdao pseudo-
ternaria, FIGURA 16, ¢ possivel observar que o aumento do comprimento da linha de
amarracao apresenta maior impacto na fase rica em [Ni11com]Cl, na qual nota-se uma
reducgdo do teor de agua e aumento das concentragdes de [N11120m)|Cl e glucose de forma
significativa. Por outro lado, a fase rica em polimero ¢ pouco afetada. Este
comportamento também ¢ descrito pelo ponto critico de cada sistema, o qual possui altas
concentragdes de PPG 400 (> 70 % m/m) e baixa concentragdo de [Ni11¢0m)]Cl:glucose

(<2,1 % m/m).

FIGURA 16 — REPRESENTACAO PSEUDO-TERNARIA DOS DIAGRAMAS DE FASES DOS
SISTEMAS [Ni11¢0m)]Cl + glucose + PPG + H,0 A 25 °C EM DIFERENTES RAZOES MOLARES DE
[Ni11¢0m]Cl: GLUCOSE. (@) CURVA BINODAL, (A) LINHAS DE AMARRACAO, (A)
COMPOSICAO GLOBAL E (O) PONTO CRITICO
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Passos et al. (2016) propuseram o uso do mesmo polimero (PPG 400) na
formacdo de SDFA com DES compostos por [Niiieon)]Cl e acido carboxilicos, e
[Ni1110om)]Cl e ureia. Estes autores verificaram que os DES que possuiam acidos
carboxilicos em sua composi¢do tinham sua estrutura perdida pois uma particdo nao
estequiométrica dentre doador e receptor de hidrogénio foi observada nas fases destes
sistemas. Enquanto que, quando a ureia foi utilizada como doador de hidrogénio o DES
tornou-se aparentemente estadvel em SDFA (PASSOS; TAVARES; FERREIRA; et al.,
2016).

FIGURA 17 - REPRESENTACAO TRIDIMENSIONAL DOS SISTEMAS QUATERNARIOS
[Ni11om]Cl + GLUCOSE + PPG 400 + H,O A DIFERENTES RAZOES MOLARES DE [N11120om]Cl:
GLUCOSE: (@) 2:1, (®)1:1 E (®)1:2 E PARA OS SISTEMAS TERNARIOS (@) [N}1120m)]Cl

+ PPG 400 + H,O E (®) GLUCOSE + PPG 400 + H,O.
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Fonte: A Autora (2018)
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Nos resultados apresentados no Capitulo 4 verificou-se que a obten¢ao de SDFA
compostos pelo DES [Nii1¢2on)]Cl: glucose e o sal KoHPO4, a formagao das fases ¢
resultante do efeito salting-out provocado pelo sal sobre o [Ni1120m)]Cl, de modo que a
glucose apresentou baixo impacto no diagrama de fases sendo considerado um aditivo ao
sistema. Este fato pode ser explicado devido a carater mais hidrofilico que a molécula da
glucose possui (log Kow = -2,93) que faz com que esta seja preferencialmente
particionada para a fase rica em sal e desta forma a estequiometria [N11120om)]Cl: glucose
nao se mantém (FARIAS; SOSA; IGARASHI-MAFRA; et al., 2017).

Nos sistemas aqui avaliados, o [N111om]Cl e a glucose demonstram um efeito
salting-out sobre o PPG, dando origem a uma fase relativamente mais hidrofébica, a qual
¢ composta predominantemente pelo polimero. Esse comportamento promove a particao
dos compostos formadores dos DES para a fase hidrofilica, preservando a sua
estequiometria inicial. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a baixa
solubilidade dos compostos formadores dos DES na fase rica em polimero ¢ o fator
determinante para que a estequiometria do DES aplicado em SDFA seja mantida, e ndo
uma maior estabilidade deste DES na presenga de 4gua como proposto previamente por
Passos et al. (2016).

Com a finalidade de confirmar a hipétese aqui proposta, trés linhas de
amarrac¢do de cada razdo molar [Ni11com)]Cl: ureia proposta por Passos et al. (2016)
foram obtidas também neste trabalho, nas quais a relacdo receptor: doador de hidrogénio
nas fases foi avaliada. Foram estudados sistemas com as seguintes composi¢des globais:
17,5 % de DES e 37,0 % de PPG (LA1), 20,0 % de DES ¢ 40,0 % de PPG (LA2) e 22,5
% de DES e 45 % de PPG (LA3). A razdes RH: DH para o sistema com ureia
apresentaram o mesmo comportamento do sistema quaternarios [N111¢om)]Cl + glucose +
PPG 400 + H>O, o que era esperado devido ao carater hidrofilico da ureia (log(Kow) = -
1.36), como podem ser observadas na FIGURA 18.

Sendo assim, os resultados aqui reportados sugerem a obtencdo de SDFA
formados por DES com comportamento pseudo-ternérios, quando formados por DES, os
quais ndo sdo dependentes exclusivamente das caracteristicas das moléculas formadores
das fases (sal ou polimero), mas também sofre influéncia direta da natureza do doador de
hidrogénio presente no DES. Os valores das razdes molares entre doador e receptor de
hidrogénio apresentadas nas FIGURAS 15 e 18 estdo também apresentados no

APENDICE D.
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FIGURA 18 — RAZAO MOLAR ENTRE O [Nj100m]Cl (RH) E UREIA (DH) NA MISTURA INICIAL
(LINHA TRACEJADA) E NAS FASES DOS SDFA ESTUDADOS: (¥) 2:1; (@) 1:1 E (A) 1:2.
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Fonte: A Autora (2018)

5.2.Modelagem Termodinimica

O modelo NRTL foi utilizado para correlacionar os dados experimentais dos
SDFA quaternarios [N11120om)]Cl + glucose + PPG 400 + H>O a 25 °C. Os parametros de
interacdo binaria deste modelo estdo na TABELA 15. De maneira geral o modelo foi
satisfatorio para a representagdo dos dados experimentais sendo os desvios quadraticos

médio (RMSD) inferiores a 1,1 %.
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TABELA 12 - PARAMETROS DO MODELO NRTL PARA O SISTEMA QUATERNARIO
[Ni11¢om]Cl (1) + GLUCOSE (2) + PPG 400 (3) + H;0 (4) EM DIFERENTES RAZOES MOLARES
[Ni11¢om]Cl: GLUCOSE

Paramétros (i/j) A(0)ij A(0)ji Alfa(0)ij RMSD (%)
2:1
[N111(20H)]C1 / glucose -8927,6 7949,8 0,2000
[Ni11om]Cl/ PPG 400 7154,1 575.,5 0,2003
[Ni11om]Cl/ H,O -1011,1 -9000,0 0,3425 L1
Glucose / PPG 400 1735,6 -2805,3 0,2517 ’
Glucose / H,O -64,1 -5146,7 0,2429
PPG 400 / H,O -856,9 2002,7 0,2000
1:1
[Ni112om]Cl/ glucose -9000,0 7511,2 0,2122
[Ni112om)]Cl/ PPG 400 8730,8 567,2 0,2260
[Ni11eow]Cl/ H,O -1100,5 -8973.5 0,4378 11
Glucose / PPG 400 1983.,3 -2582,8 0,2000 ’
Glucose / H,O -63,5 -5083,7 0,2947
PPG 400 / H,O -858,3 1947,1 0,2123
1:2
[N111(20H)]C1 / glucose -8192,2 509,0 0,2122
[Ni1120om)]Cl/ PPG 400 3491,9 1456,3 0,2260
[Ni112om]Cl/ H,O 97,3 -558,9 0,4035 0.9
Glucose / PPG 400 1171,8 -6178.,5 0,2000 ’
Glucose / HO -1705,8 -2911.,4 0,2947
PPG 400 / H,O -874,3 1896,7 0,2121

Fonte: A Autora (2018)

5.3. Particao de biomoléculas

A potencial aplicacdo dos SDFA formados por DES na separagdo e extragdo de
compostos de alto valor agregado, como as proteinas, compostos fendlicos, € corantes
téxteis ja foi previamente demonstrada por diversos autores (FARIAS; SOSA;
IGARASHI-MAFRA; et al., 2017; LI; WANG; XU; et al., 2016; PASSOS; TAVARES;
FERREIRA; et al., 2016; XU; WANG; HUANG; et al., 2015; ZENG; WANG; HUANG;
et al., 2014; ZHANG; WANG; XU; et al., 2016), Nesta etapa do trabalho, os sistemas
avaliados foram aplicados como processo de separagdo para diferentes biomoléculas de
maneira a delinear o efeito da molécula doadora de hidrogénio (glucose) nestes sistemas.
Foram avaliados compostos fenolicos (acido galico e acido vanilico), alcaloides (cafeina
e nicotina) e aminoacidos (L-tirosina, L-triptofano e L-fenilalanina). Foram escolhidas 3
linhas de amarracao de diferentes comprimentos (CLA) para cada razdo molar do DES
avaliado. Os coeficientes de particdo foram representados em funcao do comprimento da
linha de amarragao (CLA), FIGURA 19, e também em fun¢do do log (Kow) de cada
biomolécula, FIGURA 20, para que o efeito da hidrofilicidade/hidrofobicidade destas na

separacao também fosse avaliada.
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Os valores de coeficientes de parti¢ao apresentados na FIGURA 19 indicam que
grande parte das biomoléculas estudadas se particionam preferencialmente para a fase de
fundo destes sistemas (K > 1), a qual € rica em [Ni110om)]Cl.

De forma contréria, apenas o acido galico, o 4cido vanilico e a nicotina se
particionaram preferencialmente para a fase rica em PPG (K << 1). Além disso, o
aumento do comprimento da linha de amarracao (CLA) favorece a particado de
biomoléculas que possuem maior afinidade com a fase mais aquosa e rica em
[Ni11con]Cl. Para as moléculas com K < 1 o aumento do CLA reduz o valor de K
favorecendo ainda mais a particdo deste para a fase mais hidrofébica, rica em PPG. O
efeito da razao molar [Ni11om]Cl: glucose por sua vez nao € tdo pronunciado quanto do
CLA. Desta forma, independente da razdo molar utilizada, o aumento do CLA aumenta
o carater hidrofilico da fase rica em [N11120m)]Cl € consequentemente beneficia a particao
das biomoléculas com caracteristicas hidrofilicas. Entretanto, com a reducao da razao de
[N1112om]Cl: glucose na composicao global observa-se que o aumento dos valores de K
em fun¢do do CLA ¢ menor. Em outras palavras, embora os sistemas com uma maior
razao de glucose (log (Kow) -2,93) ainda possua carater hidrofilico o [N1112om)]Cl (log
(Kow) — 4,66) ¢ o componente principal que comanda a hidrofilicidade desta fase no
sistema. Sendo assim na razdo 1:2 [Ni11con)]Cl: glucose o aumento do CLA apresenta
menor efeito sobre o coeficiente de particdo das biomoléculas avaliadas que as demais
fragdes independentemente da afinidade preferencial destas. Na FIGURA 19 ainda ¢
possivel observar que independente da razdo molar [Ni1120m)]Cl: glucose ou mesmo do
comprimento das linhas de amarragdo avaliadas o a particdo destas biomoléculas tem o
seguinte padrao: K(L-triptofano) > K(L-fenilalanina) > K(L-tirosina) > K(cafeina) > K
(nicotina) > K(acido galico) > K(acido vanilico). Esta sequéncia torna clara a
dependéncia do coeficiente de particdo com a hidrofilicidade/ hidrofobicidade de cada
biomolécula, a qual foi representada na FIGURA 20, em funcao dos seus respectivos log
(Kow). De maneira geral, a particdo preferencial pra a fase mais hidrofilica (rica em
[Ni112om]Cl) ¢€ reduzida com o aumento do log (Kow) das moléculas (TABELA 5 e
FIGURA 20). Apenas o aminodcido L-triptofano ndo seguiu o comportamento esperado
pelo seu Log (Kow) possivelmente devido a interagdes especificas entre esse aminoacido
e o [Ni112om]Cl, considerando que o K do triptofano diminui com a redu¢do da razao

molar de [N111¢on)|Cl na mistura.
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DIFERENTES BIOMOLECULAS AVALIADAS NO SISTEMA: [Ni11¢0)]Cl + GLUCOSE + PPG 400
+H,0 A DIFERENTES RAZOES MOLARES [N 11¢0m)]Cl: GLUCOSE: 2:1 (A), 1:1 (B) E 1:2 (C).
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FIGURA 20 ~ COEFICIENTE DE PARTICAO (K) NA FASE RICA EM [Ni11¢om]Cl EM FUNGAO DO
LOG (Kow) DAS BIOMOLECULAS NO SISTEMA: [Nj1100m]Cl + GLUCOSE + PPG 400 + H,0 A

DIFERENTES RAZOES MOLARES
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Os resultados relacionados a eficiéncia de extragdo (EE %) destes sistemas, como

observado na FIGURA 21, seguem os mesmos padrdes observados para os coeficientes

de particdo, onde as moléculas mais hidrofilicas apresentaram EE % para a fase rica em

[N1112om]Cl de até aproximadamente 90 %.
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FIGURA 21 — EFICIENCIA DA EXTRACAO (EE %) NA FASE RICA EM [Nj1120m)]Cl
PARA AS DIFERENTES BIOMOLECULAS NO SISTEMA: [Ni120m]Cl + GLUCOSE + PPG 400 +
H>O A DIFERENTES RAZOES MOLARES [Nj1100m]Cl: GLUCOSE: 2:1 (A), 1:1 (B) E 1:2 (C).
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FIGURA 22 — EFEITO DA CONCENTRACAO DE GLUCOSE NO K E EE % DE DIFERENTES
BIOMOLECULAS NA FASE RICA EM [Nj10m]Cl NOS SISTEMAS: (A) 14,5 % DES + 33,0 % de
PPG; (B) 17,5 % DE DES + 37,0 % DE PPG E (C) 22,5 % DE DES + 45,0 % DE PPG.
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O efeito do CLA na eficiéncia da extracdo (EE %) das biomoléculas ¢ fortemente
dependente do volume das fases do sistema. Independente da razao molar [Ni112om)|Cl:
glucose avaliada, o aumento do CLA resulta em um aumento do volume da fase rica em
PPG enquanto que a fase mais hidrofilica diminui. Desta forma, a eficiéncia da extragdo
de moléculas com particdo preferencial para a fase mais hidrofilica (fase rica em
[Ni112om]Cl) € reduzida com o aumento do CLA devido a saturacdo desta fase e
consequente aumento da particdo destas biomoléculas para a fase oposta (rica em
polimero). O efeito da concentragdo de glucose no coeficiente de parti¢do e na eficiéncia
da extragdo também pode ser avaliado através de linhas de amarracao de mesma
composi¢ao global e diferentes razdes molares da mistura [Nii1com]Cl: glucose
(FIGURA 22).

Como observado na FIGURA 22, o aumento da concentracao de glucose na fase
ricaem [Ni1120on)]Cl possui um efeito quase insignificante no coeficiente de particao da
maioria das biomoléculas avaliadas. Entretanto, um pequeno aumento nos valores de K
foi observado na extragdo dos aminoacidos onde o L-Triptofano foi o mais afetado dentre
eles. Para os alcaloides, cafeina e nicotina, observou-se um efeito contrario da presenca
da glucose no K destas moléculas. Enquanto o K da cafeina apresentou uma pequena
reducao, no caso da nicotina foi observado um leve aumento. Este efeito esta de acordo
com os valores de log(Kow) destas moléculas (TABELA 5).

Como mencionado anteriormente, a presenga da glucose reduz a hidrofilicidade
da fase rica em [Ni11com]Cl do sistema, e assim considerando que a cafeina possui
carater hidrofilico o aumento da concentracao de glucose reduz a particdo desta molécula
para essa fase. A nicotina, por sua vez, possui carater hidrofobico e desta forma sua
parti¢do para a fase rica em [Ni1120mn)|Cl aumenta.

Com relagdo a eficiéncia da extra¢dao (EE %), as moléculas mais hidrofébicas
(compostos fendlicos) sdo as mais afetadas pelo aumento da concentragdo de glucose,
onde observa-se uma extracao preferencial destas moléculas para a fase rica em polimero.
Além disso, maiores concentragdes de glucose reduzem a extragdo de moléculas
hidrofilicas para a fase rica em [Ni1120on)]Cl. Todos os valores de coeficiente de particao
e eficiéncia da extragio podem ser observados no APENDICE E.

Os resultados apresentados indicam que diferentes concentracdes dos
componentes formadores das fases podem ser utilizadas ndo s6 com o intuito de manter

a estequiometria entre doador e receptor de hidrogénio, mas também como forma de
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alterar o comportamento da particdo de uma molécula alvo.

A aplicagdo dos DES em diferentes processos de extracdo ja estd bem
estabelecida (DAI; VAN SPRONSEN; WITKAMP; et al., 2013; DAI;, WITKAMP;
VERPOORTE; CHOI, 2013; DUAN; DOU; GUO; et al., 2016; DURAND; LECOMTE;
BAREA; et al., 2012; PAIVA; CRAVEIRO; AROSO; et al., 2014; SMITH; ABBOTT;
RYDER, 2014; SOARES; TAVARES; AMARAL; et al., 2017, WANG; WANG;
ZHOU; et al., 2017). Entretanto, a possibilidade de utilizar os DES como componentes
formadores das fases de SDFA requer uma atencdo quanto a preservacdo de sua
estequiometria inicial nas fases em equilibrio. Esse aspecto devera auxiliar na
recuperagdo dos solventes quando da sua utilizacdo em processos de separagdao e/ou

purificacao de diversos compostos de alto valor agregado.

5.4. Considerac¢oes Finais

Nesta se¢ao foram estudados SDFA compostos por DES + PPG 400 +H>O onde
foram avaliadas diferentes razdes molares da mistura [N111¢0om)|Cl: glucose. E de maneira
contraria ao observado no capitulo anterior e na literatura, foi possivel encontrar regides
do diagrama de fases onde a estequiometria entre doador e receptor de hidrogénio do DES
se mantiveram nas fases dos sistemas. Com estes resultados foi possivel concluir que a
natureza das moléculas doadoras (DH) e receptoras de hidrogénio (RH), bem como a
natureza dos componentes formadores de fases e sua concentragcao na composicao global
sdo fatores a serem considerados quando se deseja manter a razdo molar RH: DH no
sistema. Nos sistemas aqui avaliados, de maneira particular, a estequiometria foi mantida
em fun¢do da hidrofobicidade do polimero (PPG 400) utilizado e da alta hidrofilicidade
dos compostos formadores do DES ([N1112om]Cl e glucose) os quais sdo pouco soluveis
na fase fica em PPG 400.

Estes mesmo fatores podem ser utilizados para alterar a parti¢ao de diferentes
biomoléculas nas fases destes sistemas, tendo sido demonstrado por meio da avaliagdo do
coeficiente de parti¢do de sete diferentes biomoléculas. Foi possivel observar ainda, que
além da natureza do DES a concentragdo do doador de hidrogénio e o comprimento da
linha de amarragao também sao fatores que irdo influenciar de maneira direta a particao
de diferentes biomoléculas. Sendo assim, pode-se concluir que o mecanismo de parti¢cao

¢ guiado primordialmente pela diferenca de hidrofobicidade entre as fases.
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CAPITULO 6 - DES aplicados a SDFA como “designer solvent” >

No Capitulo 6 diferentes misturas compostas por [Nii1com]Cl e os dlcoois: etanol, n-
propanol, 1,2-propanodiol e etileno glicol, foram avaliados quanto a sua capacidade agir
como “‘designer solvent” na partig¢do de biomoléculas modulando as caracteristicas das

fases dos sistemas.

6.1. Dados de equilibrio liquido-liquido

Os alcoois etanol, n-propanol, 1,2-propanodiol e etileno glicol foram utilizados
como moléculas doadoras de hidrogénio em misturas eutéticas [Ni11¢om)|Cl: alcool a
diferentes razoes molares (2:1, 1:1 e 1:2). O uso do alcool como quarto componente teve
com principal func¢do alterar as propriedades do sistema. Para avaliar este efeito, foram
obtidos os diagramas de fases para os sistemas ternarios e quaternarios, compostos por
[Ni11com)]Cl, élcool (OH) e KoHPO4. As curvas binodais destes sistemas podem ser
observadas na FIGURA 23. As fragdes massicas correspondentes as curvas binodais estao
disponiveis no APENDICE A.
Todos os alcoois avaliados apresentaram efeito sobre a regido bifasica em relagao
ao sistema ternario [N111¢on)]Cl + Ko2HPO4 + H20, como observado na FIGURA 23. A
influéncia da concentracdo e natureza do alcool apresentou um efeito significativo sobre
as curvas binodais. Sobre a natureza do dlcool, numa mesma razao molar [Ni11om)]Cl:
OH, a capacidade destes em formar SDFA com o sal (K;HPO4) ocorreu na seguinte
ordem: propanol > etanol > [N111¢20om)]Cl (sem alcool) > 1,2-propanodiol > etileno glicol.
Na FIGURA 23 se torna ainda evidente o comportamento diferenciado dos mono alcoois
(etanol e n-propanol) e os di alcoois ( 1,2-propanodiol e etileno glicol), onde a presenca
dos mono alcoois aumenta a regido bifasica (FIGURA 23A-B) enquanto que a presenca
dos di alcoois reduz essa regido bifasica (FIGURA 23C-D) em relagdo ao sistema
ternario [Ni11com]|Cl + KoHPO4 + H2O. Observa-se que tais efeitos tornam-se mais

evidentes com o aumento das concentragdes dos alcoois na mistura: [Ni1120om)]CL: OH.

30s resultados apresentados neste capitulo foram baseados no manuscrito publicado: FARIAS, F. O.;
PASSOS, H.; SANGLARD, M. G.; IGARASHI-MAFRA, L.; COUTINHO, J. A. P.; MAFRA, M. R.
Designer solvent ability of alcohols in aqueous biphasic systems composed of deep eutectic solvents and
potassium phosphate. Separation and Purification Technology, v. 200, p. 84-93, 2018
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FIGURA 23 - DIAGRAMA DE FASES A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA DOS SDFA
COMPOSTOS POR [N 1120m)]Cl:OH, Ko;HPO, E H,0 PARA DIFERENTES ALCOOIS: ETANOL (A),
PROPANOL (B), 1,2-PROPANODIOL (C) E ETILENO GLICOL (D) A DIFERENTES RAZOES
MOLARES — 2:1 (@) 1:1 (A)E 1:2 (%) E PARA OS SISTEMAS TERNARIOS OH + K,HPO,+ H,0
(#) E n-PROPANOL + [Ni1100m]Cl + H20 (M)

60 =
O o A)| & E60f % B)
£ | & Esof @
g 50r e g 0 ‘g 4|
3 8 2 3 =30 K
Sl %" SIS P 2. .
— * .'b. = % A .'l %20 sag
= 4 . = o 4 By £10
Q 30 ‘ * ', Q30 o4 og =0
= Y Tl 5 % o, 0 10 20 30 40 50 60
e () ‘-z' = i % 44 0%y [N} 13208))C1] / (% m/m)
£20} *.&\ £20 ‘ % A N"
< e e < o K A \o. *a
=10} “"‘h’b‘- =10 ‘. ¥x Mo a, .
0 . . . . X ¥ ®, 0 ) 0 o '¢ %00 L
S S ol 0 10 20 30 40 50 60
[K,HPO,] / (% m/m) [K,HPO,] / (% m/m)
60 60
2 A ©)| « ®)
= - <5 °
g 50t "a gsop ",
= e’ g ek
T a0t nt ® < 40 o 4
E -..‘* . E .. .. A ¥
2 30 ':t‘. @ 30} " ®
= ¥ (&) b TP
i f P L=} .‘ \AA "
T 20 * Z20}1 " 4
o 3 ) ] A,
8 "= = ':-\\ s
= F Y 4 = =
=10t . 10 ws i
E ‘K ‘q " + é ".D
- 0 L s L L s ’“‘ 0 L L L L L - -"
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
[K,HPO,] / (% m/m) [K,HPO,] (% m/m)

Fonte: A Autora (2018)

Sabe-se que a formagdo dos SDFA se da em recorréncia da competicao de
diferentes espécies (os solutos) pela formagao de complexos de hidratagdao. Desta forma
a habilidade de determinado composto em induzir a formacao das fases esta diretamente
relacionada a natureza quimica do mesmo (FREIRE; CLAUDIO; ARAUJO; et al., 2012).
No sistema ternario constituido pelos dois sais ([Ni1icon)|Cl e K2HPO4) a competigdo
pelos complexos de hidratagdo ¢ comandada pela alta densidade de carga dos ions do sal
fosfato, o qual tem grande afinidade com a &gua, resultando em salting-out do
[Ni11¢om)|Cl para uma nova fase. Quando adiciona-se um quarto componente ao sistema,
nesse caso os alcoois, notam-se alteragdes na intensidade deste efeito (HU; WANG; LI;
etal., 2008; LI; YANG; ZHANG; et al., 2017; PEREIRA; LIMA; FREIRE; COUTINHO,
2010). Neste ambito, observa-se uma clara relagdo entre a influéncia da natureza do alcool
sobre a curva binodal, e a relagdo hidrofobicidade/ hidrofilicidade destes alcoois nos
sistemas aqui estudados, caracteristica relacionada ao log Kow destes compostos (log

Kow propanol— 0,36; 10g Kow etano= -0,16; 10g Kow 1,2-propanodiol— -0,79 ¢ 10g Kow etileno glicol™
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-1,21). Quando adicionamos os alcoois de maior carater hidrofilico (1,2-propanodiol e
etileno glicol) estes acabam por interagir fortemente com a dgua dificultando a formagao
do SDFA. Por outro lado, os alcoois de maior carater hidrofébico (etanol e n-propanol)
agem de forma a facilitar a formacao do SDFA, efeito esse confirmado pela habilidade e
destes alcoois em formar SDFA com o sal K;HPO4 mesmo na auséncia do [Nj1iom]Cl.
Reforcando a grande influéncia da natureza das moléculas na obtencdo do SDFA,
verificou-se ainda que o n-propanol, composto mais hidrofébico aqui avaliado,
apresentou uma regido bifésica significativamente maior em relacdo aos demais alcoois
avaliados, enquanto que o etileno glicol, componente mais hidrofilico, ndo foi capaz de
formar SDFA na auséncia do [Ni11om)|Cl. Esta habilidade dos mono alcoois em formar
sistemas bifasicos esta de acordo com dados previamente reportados na literatura (LI;
ZHAQO; HUANG; et al., 2015; WANG; YAN; HU; et al., 2009).

O sistema quaternario [Niiom)]Cl + n-propanol + KoHPO4 + HoO apresenta
uma caracteristica diferenciada em relacdo aos demais sistemas, uma vez regides
trifasicas sdo observadas no seu diagrama de fases. Além disso, dentre todos os alcoois
aqui avaliados o n-propanol ¢ o unico capaz de formar SDFA quando misturado a uma
solucdo aquosa de [Ni1120n)]Cl na auséncia do sal fosfato (FIGURA 23). Em 2017, Passos
e colaboradores definiram que para a ocorréncia de um sistema com mais de duas fases
em equilibrio, denominados sistemas multifasicos (MuPS), ¢ necessaria a ocorréncia de
um efeito salting-out triplo (PASSOS; COSTA; FERNANDES; et al., 2017). Nos
sistemas aqui avaliados, pode se destacar que embora o sal quaterndrio de amdnio,
[Ni11om)|Cl, apresente baixa habilidade em causar salting-out, este ainda € capaz de gerar
a exclusdao de moléculas mais hidrofébicas como ¢ o caso do alcool n-propanol. Sendo
assim, para o sistema quaternario [Ni;icom]Cl + n-propanol + KoHPO4 + HoO  trés
diferentes eventos de salting-out ocorrem de forma simultanea: do [Nii120m)]Cl sobre o
n-propanol, do KosHPO4sobre o [Ni1120m)]Cl e do KoHPO4 sobre o n-propanol, permitindo

a formacao de um sistema multifasico, conforme esquematizado na FIGURA 24.
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FIGURA 24 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO EFEITO Salting-out EM SISTEMAS
MULTIFASICOS

[N111(20H)]C|

Salting-out” n-Propa nol

Fonte: A Autora (2018)

Para cada razao molar ([Ni1con)]Cl: OH) obteve-se uma linha de amarragao
bem como para os sistemas ternarios: [Ni1con)]CI/OH + KoHPO4 + H2O. A composicao
das fases de cada linha de amarragdo foi obtida de maneira analitica e os resultados estdo

apresentados na TABELA 13.

TABELA 13 — DADOS EXPERIMENTAIS DE ELL PARA OS SDFA A 25 °C E PRESSAO
ATMOSFERICA: (1) K;HPOg; (2) [Na11¢com]Cl; (3) ALCOOL; (4) H>O E (5) [Nui1100m]CL:OH ?

Razdo molar de Composi¢do Fase de topo(% m/m) Fase de Fundo(% m/m)

OH na mistura Global (% m/m) CLA
[Nauneom]|CL:OH _ [1] [2 0u5] (1] (2] 31 1[4 (1] [2] (3] [4]
[Ni11¢0om]Cl + KoHPO4 + H,O
-- 30 25 6,7 50,4 -- 429 6,7 504 -- 429 734
-- 40 20 3,1 57,6 - 393 3,1 57,6 -- 39,3 75,6
[N111(20H)]C1:Etan01 + KL,HPO4 + H,O
0,33 6,5 423 6,1 451 514 20 0,1 46,5 70,8
0,50 30 25 7,7 37,6 10,7 440 463 273 0,3 51,1 654
0,67 1,6 34,1 214 429 514 2,6 0,0 46,0 653
1,00 1,6 - 65,2 33,9 46,1 - 1,1 52,8 79,9
[Nlll(zoﬂ)]Cl:n—propanol + KLoHPO4 + H,O
0,50 2,6 49 79,1 13,9 27,1 14,7 1,7 69,8 834
0,67 25 20 1,0 4,6 80,1 143 258 142 24 57,6 82,8
1,00 1,0 - 77,9 21,1 334 - 1,0 65,6 84,2
[N111(20H)]C1:l,2—pr0pan0diol + K,HPO4 + H,O
0,33 44 50,6 12,8 32,2 54,9 3,1 1,6 404 76,8
0,50 40 20 6,6 356 229 349 548 24 1,8 41,0 72,9
0,67 69 268 29,1 37,2 53,8 28 0,8 42,6 712
1,00 14,4 - 53,8 31,8 52,3 - 3,0 44,7 842
[Ni1120om]Cl: etileno glicol + Ko;HPO4 + H,O

0,33 6,7 48,9 8,7 357 519 3,1 3,1 41,9 74,6
0,50 40 20 10,0 48,5 7,9 33,6 512 1.2 53 423 774
0,67 21,0 214 28,8 28,8 450 78 42 430 71,7

 As incertezas padrdo (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,2 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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De maneira geral, para todos os sistemas avaliados, as fases de fundo sdo
compostas predominantemente pelo sal KoHPO4, enquanto que, nas fases de topo se
encontram as maiores concentragdes de [Nii1on)]Cl. Os sistemas contendo n-propanol
por sua vez apresentaram um comportamento distinto, onde a fase de topo ¢ rica em
propanol enquanto que, o [Niieon]Cl estd em sua grande parte na fase de fundo
juntamente com o KoHPO4. Este ¢ mais um indicativo da maior habilidade do sal em
causar salting-out sobre este dlcool em comparagdo com a sua habilidade em excluir as
moléculas de [Niiion]Cl, como previamente observado na FIGURA 23B. Todas as
linhas de amarragdo descritas estdo representadas nas FIGURAS 25 a 29. Sempre que
possivel a representagdo pseudo-ternaria foi utilizada, pequenos desvios podem ser
observados recorrentes da combinagao das técnicas analiticas utilizadas.

Os sistemas quaternarios contendo n-Propanol, como discutido anteriormente
apresentam comportamento diferenciado dos demais, sendo que a representacao pseudo-
ternaria nao pode ser utilizada para representd-lo. Desta forma, para este sistema apenas
a representacdo tridimensional foi fornecida. Para esses sistemas um ponto na regido
trifasica foi obtido composto por: 20 % (m/m) de [Ni112om)]Cl: propanol (razdo molar
1:1), 30 % (m/m) de KoHPO4 e 50 % (m/m) de H>O. As composi¢des obtidas para as
fases destes sistemas estdo apresentadas a seguir e foram representados na forma de
superficie (superficie verde) no diagrama tridimensional do sistema (FIGURA 29): Fase
de topo (rica em n-propanol): 84,0 % de n-propanol, 6,1 % de [Ni11com]Cl, 0,5 % de
K>2HPO4 € 9,4 % de H>O. Fase intermediaria (rica em Ni112om]Cl): 8,3 % de n-propanol,
41,2 % de [Ni112om]Cl, 2,2 % de KoHPO4 e 48,3 % de H,O. Fase de fundo (rica em
K2HPO4): 0,1 % de n-propanol, 3,8 % de [Ni112om]Cl, 45,6 % de KoHPO4 e 50,5 % de
H-O.
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FIGURA 25 — DIAGRAMAS DE FASES DOS SISTEMAS TERNARIOS: [N 11¢0m]Cl/ OH + K,HPO,4

+H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. (O) CURVA BINODAL, (A) COMPOSICAO

GLOBAL E (M) LINHAS DE AMARRACAO.
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FIGURA 26 — REPRESENTACAO PSEUDO-TERNARIA DOS DIAGRAMAS DE FASES DOS

[K,HPO,] (% m/m)

Fonte: A Autora (2018)
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FIGURA 27 — REPRESENTACAO PSEUDO-TERNARIA DOS DIAGRAMAS DE FASES DOS

SISTEMAS  [Niiieom]Cl + 1,2-PROPANODIOL + K,HPOs#+ H,O A 25 °C E PRESSAO

ATMOSFERICA EM DIFERENTES RAZOES MOLARES DE Njj100m]Cl: ETANOL: (A) 2:1; (B) 1:1

E (C) 1:2. (O) CURVA BINODAL, (A) COMPOSICAO GLOBAL E (B) LINHAS DE AMARRACAO.
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FIGURA 28 — REPRESENTACAO PSEUDO-TERNARIA DOS DIAGRAMAS DE FASES DOS

SISTEMAS  [Nincom]Cl + 1,2-PROPANODIOL + K,HPOs+ H,O A 25 °C E PRESSAO

ATMOSFERICA EM DIFERENTES RAZOES MOLARES DE Nj1100m)]Cl: ETANOL: (A) 2:1; (B) 1:1

E (C) 1:2. (O) CURVA BINODAL, (A) COMPOSICAO GLOBAL E (W) LINHAS DE AMARRACAO.
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FIGURA 29 - REPRESENTACAO TRIDIMENSIONAL DOS SISTEMAS QUATERNARIOS
[N111¢20om)]Cl + ALCOOL + K;HPO, + H,0 A DIFERENTES RAZOES MOLARES DE [N1112om]CL:
OH: (@) 2:1, (@®)1:1 E (®)1:2 E PARA OS SISTEMAS TERNARIOS (@) [Ni11om]Cl +
K,HPO,4 + H,0, (@) ALCOOL + KoHPO4s + HLOE (.) n-PROPANOL + [Nj11¢0om]Cl + H2O

Agua

Etanol

Fonte: A Autora (2018)
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A razao molar entre o [Ni11¢2om]Cl (RH) e o 4dlcool (DH) nas fases dos sistemas também
foi calculada de modo a verificar a estequiometria final destes compostos do SDFA ¢ os
resultados estdo na FIGURA 30. As diferentes estequiometrias entre o RH ([N11120m)]CI)
e os alcoois (DH) etanol e 1,2-propanodiol na fase de topo se mantém muito proximas da
estequiometria da mistura inicial utilizada na obten¢do dos SDFA. De maneira similar
aos resultados apresentados no Capitulo 5 esses dois dalcoois sdo particionados
principalmente para a fase de topo, a qual ¢ rica em [Ni1120m)]Cl e assim a razdo molar
da mistura inicial se mantém nessa fase. Isto ocorre possivelmente pela alta
hidrofilicidade da fase rica em K;HPO4 fazendo com que os alcoois e particionem
preferencialmente para a fase oposta. Na fase de fundo, por sua vez, devido as baixas
concentragdes destes compostos nessa fase ndo € possivel observar comportamento
semelhante. O etileno glicol, molécula de maior carater hidrofilico avaliada, apresentou
maior parti¢ao para a fase de fundo e consequentemente a estequiometria inicial ndo se
manteve nas razdes 2:1 e 1:1, porém se manteve na razao 1:2 em ambas as fases. Ja para
o sistema contendo n-propanol a estequiometria RH:DH ndo se manteve em nenhuma das
fases, o que ja era esperado. Nestes sistemas a fase de topo ¢ extremamente rica em n-
propanol enquanto que o [Ni1120om)]Cl permanece na fase de fundo com o sal (KoHPOs)

de forma que a estequiometria ndo ¢ mantida.

FIGURA 30 - RAZAO MOLAR ENTRE O [Ni1100m]Cl (RH) E OS ALCOOIS (DH) NA MISTURA
INICIAL (LINHA TRACEJADA) E NAS FASES DOS SISTEMAS ESTUDADOS EM DIFERENTES
RAZOES MOLARES INICIAIS: (M) 2:1; (@) 1:1 E (A) 1:2.
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6.2. Modelagem TermodinAmica

O modelo NRTL foi utilizado para correlacionar os dados experimentais dos
SDFA quaternarios [Ni112om]Cl + OH + KoHPO4 + HoO a 25 °C. Os pardmetros de
interacdo binaria deste modelo estdo na TABELA 14.

De maneira geral o modelo foi satisfatorio para a representagao dos dados sendo

os desvios quadraticos médio (RMSD) inferiores a 1,13 %.

TABELA 14 - PARAMETROS DO MODELO NRTL PARA OS SISTEMAS QUATERNARIO
KoHPO4 + [Niniom]Cl+ OH + H,O A 25°C

Paramétros (i/j) Ao,ij/K A(),ji/K Oii RMSD 2 (%)
[Ni112om]Cl + etanol + KoHPO4 + HO
etanol / KoHPO4 1205,4 1884.,4 0,20000
etanol / [Ni11om]Cl -75,224 -15,987 0,30081
etanol / H,O -113,84 1206,3 0,29941 0.87
K>HPO4/ [Ni1120m]Cl 487,94 854,83 0,20843 ’
K;HPO4/ H,O -28,688 1113,3 0,45402
[Ni11¢20m]Cl/ H2O 1956,5 3350,7 0,36196
[Ni11¢20m]Cl + n-propanol + KoHPO4 + H,O
n-propanol / KoHPO4 1115,5 344,76 0,46422
n-propanol / [Ni11om)]Cl 1337,7 -11,701 0,20000
n-propanol / H,O 950,79 1571,0 0,36984 0.63
KoHPO4/ [Ni1120m)]Cl 2959.,9 325,90 0,20000
K>HPO4/ H,O 133,72 2954,7 0,41414
[Ni1100m]Cl/ H,O 920,97 1155,7 0,44224
[Ni11om]Cl + 1,2-propanodiol + KoHPO4 + H,O
1,2-propanodiol / K;HPO4 698,04 614,60 0,21102
1,2-propanodiol / [N111¢0m)]Cl 3247,7 -110,18 0,20000
1,2-propanodiol / H,O 8974,6 2119,9 0,40378 113
KoHPOW/[Ni11¢20m)]Cl 1807,1 2132,8 0,20381 ’
K>HPO4 H,O -193,93 631,22 0,47000
[Ni11ow]Cl/ H,0 -412,47 1284,7 0,44715
[Ni11¢20m]Cl1 + etileno glicol + K;HPO4 + H,O
Etileno glicol / KoHPO4 422,18 6387,7 0,45279
Etileno glicol / [Ni11¢20m]Cl 2364,2 408,25 0,31057
Etileno glicol / H,O 1182,7 1228,2 0,43317 110
KoHPO4/[Ni11¢20m)]Cl 483,26 541,88 0,39818 ’
K>HPO4/ H,O 1463,0 4552,9 0,28290
[Ni11¢2om]Cl/ H,O -178,09 1863,1 0,42718

Fonte: A Autora (2018)
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6.3. Particao de biomoléculas

De modo a confirmar a habilidade de designer solvent dos diferentes alcoois nas
propriedades das fases dos sistemas em equilibrio a particdo de oito diferentes
biomoléculas em todos os pontos de composi¢ao global da TABELA 13 foi avaliada. As
biomoléculas estudadas foram: dois compostos fenolicos (acido galico e acido vanilico),
quatro aminoacidos (L-tirosina, L-triptofano, L-fenilalanina e glicina) e dois alcaloides
(cafeina e nicotina). O coeficiente de particao (K) em funcdo da concentracdo dos alcoois:
etanol, 1,2-propileno glicol e etileno glicol est4 representado nas FIGURA 31 a 33. Com
os dados apresentados é possivel observar que todas as biomoléculas avaliadas, com
excecdo da glicina, se particionam preferencialmente para fase de topo (K >1), a qual ¢
composta principalmente por [Niiieom]Cl e dalcool. Além disso, a natureza e a
concentracdo do alcool adicionado parecem afetar de maneira significativa a parti¢ao das
biomoléculas em funcdo das suas carateristicas fisico-quimicas. Devido ao
comportamento distinto dos sistemas contendo propanol o estudo de particdo nestes serd
discutido separadamente.

De maneira geral, a presenca dos alcoois (etanol, 1,2-propanodiol e etileno
glicol) em relacdo ao sistema terndrio [Ni112on)]Cl + KeHPO4 + H>O resulta na redugdo
do coeficiente de particdo dos compostos fenolicos (dcido galico e &cido vanilico)
conforme apresentado na FIGURA 31. As fases dos SDFA aqui avaliados se encontram
na faixa de pH de 9 a 10,6, sendo que nessa faixa de pH os compostos fendlicos aqui
avaliados sdo carregados negativamente e possuem maior cardter hidrofilico. Desta
forma, a redugao do carater hidrofilico da fase de topo na presenga dos alcoois acaba por
ndo favorecer a parti¢do dos compostos fenolicos nestes sistemas. Diferencas na particao
das biomoléculas nos sistemas com etanol (mono alcool) em relacdo aos di alcoois (1,2-
propanodiol e etileno glicol) também foram observadas. Entretanto deve-se ressaltar que
essas particoes foram realizadas em diferentes pontos de mistura, considerando as grandes
diferengas na regido bifasica destes sistemas. Para o sistema terndrio (apenas com
[N111on)]Cl) ambas as composicdes globais foram avaliadas e apresentaram diferencas
nos valores de coeficiente de parti¢ao resultantes dos diferentes pontos de mistura iniciais.
Dentre os di alcoois, o 1,2-propanodiol se apresentou mais favoravel na partigdo dos

compostos fenolicos para a fase rica em [Ni1120m)]Cl em relagdo ao etileno glicol.
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FIGURA 31 — COEFICIENTE DE PARTICAO (K) COMPOSTOS FENOLICOS NA FASE DE TOPO
DOS SDFA COMPOSTOS POR [Nii¢om]Cl + ALCOOL (OH) + KoHPO4 + H,O EM DIFERENTES
RAZOES MOLARES DE [Nj1¢0m]Cl:OH
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Fonte: A Autora (2018)

O coeficiente de particao dos alcaloides porém, FIGURA 32, sofreu menor efeito

do que os compostos fendlicos na presenga dos alcoois.

FIGURA 32 - COEFICIENTE DE PARTICAO (K) DOS ALCALOIDES NA FASE DE TOPO DOS
SDFA COMPOSTOS POR [Nj1¢0m]Cl + ALCOOL (OH) + K,HPO4 + H,O EM DIFERENTES
RAZOES MOLARES DE [Nj120m]Cl:0OH
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De maneira geral, a parti¢do da cafeina para fase de topo ¢ levemente melhorada
na presenca de etanol, enquanto que a presenga dos di alcoois reduz a particdo deste
composto para esta fase. Por outro lado, a presenca do etanol melhorou significativamente
a parti¢ao da nicotina para todas as concentragdes de alcool avaliadas, enquanto que os di
alcoois so apresentaram maior efeito na fragao 0,67. Estes resultados indicam que devido
ao maior carater hidrofobico do etanol, em relagao aos di alcoois, este se torna mais
favoravel a particao dos alcaloides nos sistemas aqui avaliados, o que esta de acordo com
o log (Kow) destes compostos. No sistema quaternario contendo a fragdo molar 0,67 de
etileno glicol ndo foram apresentados resultados para a particdo de cafeina devido a sua
precipitagdo no sistema. Este fato pode ser utilizado como um ponto de partida na busca
de técnicas para recuperacao da cafeina extraida.

No que diz respeito a partigao dos aminoacidos pode-se observar uma relacao
direta entre os resultados obtidos para o coeficiente de particdo, K (L-triptofano) > K (L-
fenilalanina), K (L-tirosina) > K glicina, e o coeficiente de particdo octanol-agua (log

(Kow)) destas moléculas (TABELA 5). Essa relagdao pode ser observada na FIGURA 34.

FIGURA 33 - COEFICIENTE DE PARTICAO (K) DOS AMINOACIDOS NA FASE DE TOPO DOS
SDFA COMPOSTOS POR [Ni11¢om]Cl + ALCOOL (OH) + KoHPO4 + H,O EM DIFERENTES
RAZOES MOLARES DE [Ni1¢0om]Cl:OH
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Na FIGURA 34 torna-se claro o aumento do coeficiente de particio com o
aumento do carater hidrofobico dos amino acidos (maiores valores de log (Kow)). O
amino acido L-triptofano apresentou o maior coeficiente de particdo dentre todas as
biomoléculas estudadas. Um comportamento similar foi descrito na secdo anterior onde
o L-triptofano aparentou realizar interagdes especificas com o [Nii12on)]Cl no SDFA
composto por [Nii1on)]Cl, glucose, poli(propileno)glicol e 4agua, de modo que o
[N1112om)]Cl parece ser o principal responsavel pela particdo desde composto para fase
de topo desses sistemas. De maneira contraria aos demais, a glicina, inico aminoécido
alifatico dentre os estudados, apresentou em todos os sistemas K << 1. O comportamento
da glicina era esperado considerando o alto carater hidrofilico desta molécula (log (Kow)
= -3,41) de modo que este aminoacido se particiona principalmente para a fase rica em
sal (fase de fundo). O indice de extragao da glicina para a fase de fundo ficou na faixa de
75,0 a 98,9 %. A influéncia da natureza do alcool bem como da sua concentracao na
particdo dos aminodcidos se demonstrou dependente do carater hidrofobico/hidrofilico
destas biomoléculas. Desta forma, a particdo dos aminoéacidos aromaticos (L-triptofano,
L-fenilalanina e L-tirosina) foi pouco influenciada pela presenca do etanol, enquanto que
na presenc¢a do 1,2-propanodiol e etileno glicol houve uma redugdo significativa no
coeficiente de particdo destas moléculas. Entretanto, devido ao carater hidrofilico do
etileno glicol, este acaba por favorecer a parti¢do da glicina para a fase de topo, reduzindo

a eficiéncia da separagdo deste composto para a fase rica em sal.

FIGURA 34 — COEFICIENTE DE PARTICAO (K) NA FUNCAO DO LOG(Kow) DOS
AMINOACIDOS AVALIADOS NOS SDFA COMPOSTOS POR [N 110m]Cl, KzHPOs, H20 E
DIFERENTES ALCOOIS: (A) ETANOL, (B), 1,2-PROPANODIOL E (C) ETILENO GLICOL.
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As seletividades (S) dos SDFA estudados também foram avaliadas para
moléculas da mesma familia (compostos fendlicos, alcaloides e amino acidos). Estes
resultados podem ser observados na FIGURA 35. Como esperado, para moléculas de
diferentes familias, um comportamento diferente de seletividade foi observado. Quanto
maior o valor de S maior a capacidade dos sistemas em separar seletivamente os

compostos avaliados.

FIGURA 35 — SELETIVIDADE (S) SDFA COMPOSTOS POR [Ni1¢0om)]Cl, K2HPO4, H,O E
DIFERENTES ALCOOIS: (A) ETANOL, (B), 1,2-PROPANODIOL E (C) ETILENO GLICOL NA
EXTRACAO DE DIFERENTES BIOMOLECULAS
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Avaliando a seletividade dos alcaloides, os valores de S capnic foram sempre
proximos de 1, o que indica a baixa habilidade destes SDFA em separar seletivamente os
alcaloides em estudo. Por outro lado, para os compostos fenolicos os valores de S van/Gal
foram sempre superiores a 2 e o melhor resultado observado foi para o sistema etanol +
K>2HPO4 + H2O, onde S vancai = 151,1. Na separacdo dos aminodcidos aromaticos a S
Trip/Tir @presentou os melhores resultados, o que se relaciona ao fato do triptofano (log
(Kow) = -1,06) e da tirosina (log (Kow) = -2,26) serem de maior € menor carater
hidrofobico dentre aos aminoacidos aromaticos estudados, respectivamente. Além disso,
o maior valor obtido para S Tipmir foi de 30,9 para um sistema onde uma mistura

[N1112om]Cl + 1,2-propanodiol foi utilizada demonstrando o potencial dos alcoois como
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designer solvent para atingir melhores indices de separacdo. Como esperado, para a
seletividade entre os aminoacidos aromaticos e a glicina (alifatico) foram encontrados os
melhores valores, na faixa de 8,9 a 2006. A alta seletividade em separar os aminoacidos
aromaticos da glicina ¢ resultante da maior preferéncia deste composto pela fase rica em
K>HPOsa.

Apesar da natureza da biomolécula ser um fator determinante na seletividade dos
sistemas, a concentra¢do e natureza dos alcoois utilizados também apresentam grande
influéncia neste parametro. Na FIGURA 35, € possivel observar que enquanto a presenga
do etanol tende a aumentar a seletividade dos pares avaliados, a adi¢ao dos di alcoois,
1,2-propanodiol e etileno glicol, no sistema ternario [N11120om)]Cl + Ko2HPO4 + H20, acaba
por reduzir a seletividade deste SDFA. Com esses resultados reforca-se a versatilidade
dos sistemas estudados, uma vez que, alterando a natureza ou a concentragao do alcool
adicionado como quarto componente torna-se possivel modular a particdo de moléculas
distintas (como a glicina e os aminodcidos aromaticos) ou até mesmo biomoléculas muito
similares (como o &cido vanilico e 4cido galico).

Como mencionado anteriormente os sistemas quaternarios em que se utilizaram
n-propanol apresentaram comportamento distinto dos demais sistemas, considerando que
a fase de topo apresenta altas concentragdes de n-propanol. Este comportamento gera um
grande impacto na parti¢do das biomoléculas avaliadas como pode ser observado na
FIGURA 36. Com excecao da nicotina, todas as biomoléculas apresentadas na FIGURA
36 apresentaram valores muito baixos de K se comparados com os demais alcoois
avaliados. Isso € resultado da alta concentragdo de n-propanol (em torno de 80%) a qual
confere um carater altamente hidrofobico a esta fase do sistema.

A maior hidrofobicidade relativa desta fase do SDFA acaba por ndo favorecer a
extragdo de grande parte das biomoléculas estudadas as quais sdo hidrofilicas ou de
hidrofobicidade moderada. Entretanto, o aumento da concentracao de n-propanol no
sistema quaternario favorece a particdo destas biomoléculas. Estes resultados sugerem
que a particao dessas biomoléculas ¢ guiada por diferentes tipos de interacdes. No caso
do r-triptofano, por exemplo, a sua particdo nos sistemas com n-propanol foi
significantemente inferior a parti¢do destes compostos na presenga dos alcoois etanol,
1,2-propanodiol e etileno glicol. Isso se deve a preferencial particdo deste aminoacido
para a fase de fundo a qual apresenta maior concentragao de [Ni112om)]Cl. Para a nicotina,
por exemplo, embora ocorra um aumento do coeficiente de particdo na maior

concentracdo de n-propanol, na auséncia do [Ni112om)]Cl 0 K € menor, o que sugere que
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a nicotina possui interagdes especificas com o [Ni112on)]Cl de modo a influenciar a

particao deste composto neste tipo de SDFA.

FIGURA 36 — COEFICIENTE DE PARTICAO (K) DA FASE DE TOPO DOS SDFA COMPOSTOS
POR [Ni11¢om]Cl + n-PROPANOL + K>HPO4 + H,O A DIFERENTES FRACOES MOLARES DE
[Ni11¢2om]Cl: n-PROPANOL
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Fonte: A Autora (2018)

Dentre as particularidades dos sistemas contendo n-propanol a sua capacidade
de formar trés fases torna-se de interesse nos ensaios de particdo de modo que surge a
possibilidade de separar mais de duas biomoléculas em uma unica etapa. Desta forma,
determinou-se a eficiéncia do sistema multifasico em particionar todas as biomoléculas
avaliadas até o momento e o composto B-caroteno. O B-caroteno foi escolhido nesta etapa
do trabalho devido a seu grande carater hidrofobico (log Kow = 11,12). A composi¢do
global do sistema multifasico avaliado foi: 20 % (m/m) de [N11120on)]Cl: n-propanol (1:1,
razdo molar), 30 % (m/m) de K;HPO4 e 50 % (m/m) de H2O. Os resultados obtidos para

estes ensaios estdo apresentados na FIGURA 37.
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FIGURA 37 — EFICIENCIA NA EXTRACAO DE BIOMOLECULAS (EE %) NAS TRES FASES DO
SISTEMA CONSTITUIDO POR [N 11¢201]Cl: --PROPANOL(1:1), K;HPO, E H,0: FASE DE FUNDO
(CINZA), FASE INTERMEDIARIA (BRANCO) E FASE DE TOPO (PRETO)
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Fonte: A Autora (2018)

Como discutido anteriormente o sistema multifasico obtido ¢ composto por trés
fases, sendo que a fase de topo ¢ rica em n-propanol, a fase intermedidria rica em
[N1112om)]Cl e a fase de fundo rica em KoHPO4. De maneira similar ao observado nos
sistemas bifasicos, com excecdo da glicina e do B-caroteno, todas as biomoléculas se
particionam principalmente para a fase rica em [Ni11¢2om)]Cl. A glicina apresentou 95,6
% de extracao para a fase de fundo enquanto que o -caroteno foi totalmente particionado
para a fase de topo. Estes resultados mais uma vez reforgam a importancia do carater
hidrofilico e hidrofobico das fases dos SDFA na separagdo das moléculas alvo. Desta
forma com o sistema proposto ¢ possivel separar trés diferentes biomoléculas em uma
Unica etapa, como glicina, triptofano e B-caroteno, por exemplo.

Os resultados reportados sugerem que a presenca do alcool nas misturas
quaternarias compostas por [Niiieom]Cl + dalcool + KoHPOs + H>O altera as
caracteristicas das fases dos SDFA. A possibilidade de se utilizar alcoois de diferente

natureza e alterar a concentragcdo deste componente no sistema nos permite delinear as
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propriedades das fases e consequentemente modular o comportamento da parti¢ao de
acordo com a molécula de interesse. Todos os valores de coeficiente de particao e

eficiéncia de extra¢io deste trabalho se encontram no APENDICE E.

6.4. Consideracoes Finais

Nesta se¢do diferentes alcoois foram avaliados para a obtencdo de SDFA com
[Ni11com]Cl, KoHPOs e H»O. Diferentes razdes molares [Nii1com]CL:OH foram
avaliadas e verificou-se que a presenga dos alcoois de maior carater hidrofobicos (etanol
e n-propanol) induz ao aumento da regido bifasica em relacdo ao sistema terndrio
[N11120om]Cl + KoHPO4 + H20, enquanto os alcoois mais hidrofilicos apresentaram efeito
contrario. Desta forma, alterando a natureza e a concentracdo do alcool utilizado ¢
possivel manipular as propriedades das fases dos sistemas. Os sistemas contendo 7-
propanol apresentaram um comportamento mais complexo que os demais sistemas
apresentando inclusive a capacidade de formar sistemas multifasicos (trifasicos). Com
os ensaios de partigdo de biomolécula demonstrou-se a capacidade dos sistemas
estudados em serem utilizados como uma alternativa para separagdo de biomoléculas em
uma Unica etapa. Além disso, destaca-se a versatilidade dos SDFA compostos por
[Ni112om]Cl:OH onde se torna possivel manipular as caracteristicas das fases e modular
a particdo de diferentes biomoléculas alterando a natureza e concentracdo do alcool

utilizado.
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CAPITULO 7 — Influéncia do pH em SDFA DES-SAL*

No Capitulo 7 diferentes misturas compostas por [Niu4]Cl e os dlcoois: etanol e n-
propanol foram avaliados quanto a sua capacidade em formar SDFA com sal citrato de
potassio tribasico. Avaliou-se também como mudangas no pH nestes sistemas podem

afetar o ELL e a parti¢do de biomoléculas.

7.1. Obtencao de dados de equilibrio liquido-liquido

O mecanismo de formagao do sistema ternario constituido pelo sal quaternario de
amonio [Ni11com]Cl e o sal K;HPO4 ja € bem estabelecido e comandado pela competicao
destes sais por complexos de hidratagdo. Os sais inorganicos, como os sais de fosfato e
sulfato, por exemplo, sdo muito utilizados para a obtencdo de SDFA devido ao alto efeito
cosmotrdopico de seus ions. Por outro lado, o uso de sais organicos, como o citrato, ¢
desejavel pois estes sais além de possuirem alta afinidade com a 4gua podendo causar
salting-out sobre diferentes espécies, sdo biodegradaveis, ndo toxicos e podem ser
descartados em estagdes bioldgicas de tratamento de aguas residuais. Além disso, o citrato
de potassio (CsHsK307) € capaz de formar solugdes tampao a diferentes valores de pH
com o 4cido citrico (C¢HsO7), solucdes estas também com caracteristicas biodegradaveis
(FERREIRA; CLAUDIO; VALEGA; et al., 2017; PASSOS; FERREIRA; CLAUDIO; et
al., 2012; ZAFARANI-MOATTAR; HAMIDI, 2003; ZAFARANI-MOATTAR;
HAMZEHZADEH, 2009). A solu¢ao aquosa de CsHsK30 confere o pH 9 ao sistema
enquanto que o tampao Citrato CsHsK30/ C¢HgO7 fixa o pH do sistema nos valores
desejados. Neste trabalho foram utilizados os valores de pH 5, 7 € 9.

Nos sistemas DES-sal avaliados nos Capitulos 4 ¢ 6 ambas as fases do sistemas
eram ricas em agua, enquanto que no sistema DES-PPG (Capitulo 5) a fase de polimero
era relativamente hidrofébica e a fase rica em [Ny1:20n)|Cl relativamente mais hidrofilica.
Nesta etapa do trabalho, espera-se obter um sistema onde a fase rica nos componentes do
DES possua maior carater hidrofobico formando SDFA com uma solucdo salina de

carater mais hidrofilica, no qual sejam possiveis de se avaliar a influéncia de diferentes

40s resultados apresentados neste capitulo foram baseados no manuscrito publicado: FARIAS, F. O.;
PASSOS, H.; COUTINHO, J. A. P.; MAFRA, M. R. pH Effect on the Formation of Deep-Eutectic-Solvent-
Based Aqueous Two-Phase Systems. Industrial & Engineering Chemistry Research, v. 57, 2018.
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valores de pH sobre o ELL. O cloreto de tetrabutilaménio ([N4444]Cl) foi escolhido por
ser um sal quaternario de amoénio de maior hidrofobicidade (log Kow= 1,32) em relagao
ao [Ni11eom]Cl (log Kow= -4,66), caracteristica conferida pelo maior tamanho de sua
cadeia. As curvas binodais dos sistemas quaterndrios e dos sistemas ternarios ([N4444]Cl
/ alcool + C¢HsK307 + H2O) nos valores de pH 5, 7 ¢ 9 sdo apresentadas na FIGURA 38.

Os dados experimentais das curvas experimentais estio no APENDICE A.

FIGURA 38 - DIAGRAMA DE FASES A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA DOS SDFA
COMPOSTOS POR [Nus444]Cl: OH + CsHsK307 + HoO A DIFERENTES VALORES DE pH: 5,7¢9E
DIFERENTES RAZOES MOLARES DE NusuCl: ETANOL/ n-PROPANOL: 2:1 (@), 1:1 (M), 1:2 (A)
E PARA OS SISTEMAS TERNARIOS [N4444]Cl + CsHsK307 + H>O (H) E ETANOL/ PROPANOL +

CsHsK307 + H O (1)
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Fonte: A Autora (2018)

No mecanismo de formacgdo de fases dos sistemas ternarios compostos por
[Na444]Cl, CsHsK307 e H2O ocorre uma competicdo entre os dois sais por complexos de

hidratagio (PASSOS; FERREIRA; CLAUDIO; et al., 2012; ZAFARANI-MOATTAR;



100

HAMZEHZADEH, 2011a). Devido a maior densidade de carga do sal de citrato, este
possui maior habilidade de interagir com a agua, induzindo o salting-out do [Nas4]Cl
para a fase oposta. Quando um doador de hidrogénio ¢ adicionado ao sistema, neste caso
etanol ou n-propanol, podem ser observadas algumas mudancas em funcdo da natureza e
concentragdo do alcool (FIGURA 38). A presenca do etanol resulta em uma leve reducao
da regido bifasica enquanto que a presenca do m-propanol possui efeito contrario,
aumentando a regido bifasica.

Embora ambos os dlcoois usados neste trabalho sejam completamente imisciveis
em agua (FARIAS; PASSOS; SANGLARD; et al., 2018; GREVE; KULA, 1991;
WANG; HAN; XU; et al., 2010), a adi¢ao de sal auma solugao alcodlica induz a migragao
das moléculas de agua para longe das moléculas de etanol ou n-propanol. O que é
confirmado, visto que ambos os alcoois sao capazes de formar SDFA quando misturados
com solugdes aquosas de CsHsK30O7, mesmo na auséncia de [Ns444]Cl. Wang e
colaboradores (2009), utilizaram a teoria de exclusdo de volume (EVV, do inglés
excluded volume theory) para explicar a capacidade dos alcoois em formar SDFA. Esses
autores propuseram que a temperatura de ebuligao dos alcoois pode ser utilizada para
explicar a intensidade das forgas atuantes entre as moléculas dos alcoois (vdW e ligacdes
de hidrogénio). Desta forma, as moléculas com maior ponto de ebulicdo apresentam
forgas de maior intensidade atuando entre suas moléculas ¢ com isso as moléculas sao
mais facilmente excluidas da fase rica em sal de um SDFA (WANG; YAN; HU; et al.,
2009). Nesse trabalho, o sistema ternario composto por n-propanol, C¢HsK307 ¢ H.O
apresentou a maior regido bifasica dentre todos os sistemas estudados (T ebuligio propanol =
97 °C e T epulicio etanol = 78 °C).

No que diz respeito ao efeito do pH sobre as curvas binodais, deve-se considerar
que ambos os componentes formadores da mistura, [N4444]Cl e os alcoois (etanol e
propanol), ndo sofrem especiagdao quimica com a variagao de pH, sendo as pequenas
variacoes observadas, nos sistemas de mesma composi¢do, resultantes da especiagao
quimica do sal citrato de potdssio com o pH.

Em pH 9 e 7, o sal C¢HsK307 em solugdo estd presente predominantemente na
forma de ions K* e CéHsO7*". A acidifica¢io do sistema até pH 5 resulta em uma redugio
da carga negativa do 4nion para CeHsO7> e CsHsO7 e consequentemente reduz a
habilidade deste sal em formar SDFA. O menor pH avaliado foi 5, pois em meios mais
acidos as espécies presentes sdo o acido citrico em sua forma nao carregada e o anion

monovalente citrato dihidrogenado a quais ndo sao capazes de formar SDFA. Quando o
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pH do sistema ¢ superior a 5 predomina a presenca dos anions di e trivalentes de citrato,
os quais sdo capazes de induzir a formagdo de fase (FERREIRA; CLAUDIO; VALEGA;
et al., 2017). O aumento da regido bifasica com o aumento do pH do sistema também
pode ser relacionado através de uma abordagem termodindmica, onde se espera que ions
de maior carga negativa possuam uma maior habilidade em formar SDFA em funcao da
sua energia livre de Gibbs de hidratacdo (AG nidratacio). Para os anions em questdo:
C6H507> (AG nidratacio = -2793 kJ mol™") > C¢HsO7* (AG hidratagio = -968 kJ mol™!) >
C6Hs07 (AG hidratagio = -81 kJ mol™). fons de AG nidratacio mais negativos resultam em uma
maior quantidade de dgua “estruturada” ao redor dos ions dos sais, consequentemente, o
teor de agua disponivel para formar complexos de hidratacdo com 0 [N4444]Cl diminui
(ZAFARANI-MOATTAR; HAMZEHZADEH, 2011a). Desta forma, em pH 9 ocorre a
predominancia de ions com valores de AG nidratacao mais negativos, o que torna os ions de
citrato mais eficientes para promover a separagdo de fases, o que esta de acordo com a
série de Hofmeister, onde os anions de maior densidade de carga e maior valéncia
apresentam maior habilidade em induzir o salting-out e consequentemente formar SDFA
(HOFMEISTER, 1888). Este comportamento foi observado para todas os sistemas

avaliados, conforme exemplificado na FIGURA 39.

FIGURA 39 - DIAGRAMA DE FASES A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA DO SDFA
COMPOSTOS POR ETANOL + C¢HsK30/ CsHsO7 + H2O A DIFERENTES VALORES DE pH.
60

101 1 fase O

0 10 20 30 40 50
[K,CH.0,/CHO.] / (% m/m)

A pHS ¢ pH7 o pHY
Fonte: A Autora (2018)

Os resultados obtidos experimentalmente para as linhas de amarragdo dos
sistemas ternarios e quaterndrios, bem como o CLA, nos sistemas em pH 5, 7 ¢ 9 estdo

na TABELA 15.
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Em todos os SDFA avaliados, independentemente do pH as fases de topo sdo
compostas principalmente por [Ns444]Cl enquanto as fases de fundo sdo ricas em citrato.
Como esperado, em funcdo da baixa hidrofilicidade dos alcoois estes se particionaram
preferencialmente para a fase rica em [Na444]Cl a qual apresenta maior hidrofobicidade

entre as fases. A representacdo grafica das linhas de amarragdo nas FIGURAS 40 a 42.

TABELA 15 - DADOS EXPERIMENTAIS DE ELL PARA OS SDFA A 25 °C E PRESSAO
ATMOSFERICA: (1) C¢HsK30; (2) [Nasas]CL; (3) ALCOOL; (4) H,O @

N Composigdo
Razdo mollar de Global Fase de topo (% m/m) Fase de topo (% m/m)
OH na mistura (% m/m) CLA
NuwlCLOH 7 DES 117 21 31 1@ 11 12 B [4]
pH9
0° 25 30 0,1 63,0 -- 369 46,9 4,5 -- 48,6 74,5
[N4444] C1: etanol
0,33 2,8 58,1 4.8 343 422 73 0,6 49,9 64,5
0,50 75 30 2,0 55,5 9,9 32,6 43,0 5,5 0,7 50,8 65,4
0,67 1,7 514 16,6 30,3 41,1 54 2,0 51,5 62,4
1,00° 24 - 63,9 33,7 404 @ -- 10,4 49,2 65,6
[N4444] Cl: n-propanol
0,33 2,1 59,5 6,3 32,1 42,8 5,0 0,6 51,6 68,2
0,50 25 30 2,1 583 10,5 29,1 414 472 2,2 52,2 67,3
0,67 1,7 51,5 202 27,0 414 26 2,3 53,7 65,5
1,00¢ 1,5 - 81,9 16,6 37,1  -- 7,7 55,2 82,3
pH7
04 25 30 2,4 63,2 -- 344 450 3,9 -- 51,1 73,1
[N4444] Cl: etanol
0,33 2,7 57,7 4,1 355 41,0 4,1 2,1 52,8 65,9
0,50 ’5 30 2,3 56,7 7,3 33,7 40,6 3,9 3,5 52,0 65,3
0,67 2,0 50,1 13,4 34,5 385 39 3.4 54,2 59,7
1,00° 20 - 63,1 349 443 - 9,8 45,9 68,1
[N4444] C1: n-propanol
0,33 1,7 60,3 6,9 31,1 40,0 3,9 5,3 50,8 68,2
0,50 )5 30 1,5 55,7 12,7 30,1 41,7 4,7 4,1 49,5 65,6
0,67 1,0 51,8 17,9 29,3 38,1 34 3,8 54,7 62,6
1,00? 0,5 -- 76,0 23,5 40,7 -- 10,0 49,3 77,3
pHS
0° 25 30 6,4 552 -- 384 455 1,0 -- 53,5 66,9
[N4444] Cl: etanol
0,33 7,8 52,6 3,8 35,8 432 1,1 0,6 55,1 62,6
0,50 )5 30 7,1 49,1 43 39,5 422 35 4.4 49,9 57,5
0,67 9,1 444 7,0 39,5 39,2 23 8,3 50,2 54,5
1,00¢ 6,7 -- 51,4 419 410  -- 11,2 47,8 52,7
[N4444] C1: n-propanol
0,33 6,2 51,1 3,9 38,8 48,9 0,3 0,3 50,5 66,5
0,50 25 30 44 537 3,9 38,0 424 1,6 4.8 51,2 64,5
0,67 40 494 13,5 33,1 42,7 1,1 2,8 53,4 62,8
1,00¢ 1,5 - 71,7 268 36,5 -- 11,4 52,1 69,7

2 As incertezas padro (u) sdo u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,2 °C e u(P) = 10 kPa. ®¢° Sistemas ternarios
compostos por: ® [Nuss]Cl + CsHsK307 + H,0 e © etanol/ n-propanol + C¢HsK;07 + H,O
Fonte: A Autora (2018)
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FIGURA 40 - REPRESENTACAO PSEUDO-TERNARIA DOS DIAGRAMAS DE FASES DOS
SISTEMAS [Na444]Cl + ETANOL/n-PROPANOL + CsHsK307+ Ho0 A 25 °C, pH 9, E PRESSAO
ATMOSFERICA EM DIFERENTES RAZOES MOLARES DE [Nus44]Cl: ETANOL: (A) 2:1; (B) 1:1 E
(C) 1:2. (®) CURVA BINODAL, (8) COMPOSICAO GLOBAL E (0J) LINHAS DE AMARRACAO.
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FIGURA 41
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- REPRESENTACAO PSEUDO-TERNARIA DOS DIAGRAMAS DE FASES DOS

SISTEMAS [N4444]C1 + ETANOL/n-PROPANOL + CsHsK307/CsHsO7 + HoO A 25 °C,pH 7, E
PRESSAO ATMOSFERICA EM DIFERENTES RAZOES MOLARES DE [N4444]Cl: ETANOL: (A)
2:1; (B) 1:1 E (C) 1:2. (®) CURVA BINODAL, (B) COMPOSICAO GLOBAL E (00) LINHAS DE

AMARRACAO.
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FIGURA 42 - REPRESENTACAO PSEUDO-TERNARIA DOS DIAGRAMAS DE FASES DOS

SISTEMAS [N4444]Cl + ETANOL/n-PROPANOL + CsHsK307/CsHgO7 + H,O A 25 °C,pH 5, E

PRESSAO ATMOSFERICA EM DIFERENTES RAZOES MOLARES DE [Nu44]Cl: ETANOL: (A)
2:1; (B) 1:1 E (C) 1:2. (®) CURVA BINODAL, (M) COMPOSICAO GLOBAL E (O0) LINHAS DE

AMARRACAO.
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Com o intuito de verificar a estequiometria entre 0 RH e DH nas fases dos SDFA
arazao molar entre [Na444]Cl: OH foi calculada para ambas as fases, os resultados obtidos

estao na FIGURA 43.

FIGURA 43 - RAZAO MOLAR ENTRE O [N4444]C1 (RH) E ETANOL/ n-PROPANOL NA
MISTURA INICIAL (LINHA TRACEJADA) E NAS FASES DOS SISTEMAS ESTUDADOS EM
DIFERENTES RAZOES MOLARES INICIAIS: (M) 2:1; (®) 1:1 E (A) 1:2.
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Fonte: A Autora (2018)

Nos Capitulos anteriores demonstrou-se que ¢ possivel manter a estequiometria
da mistura inicial nas fases que coexistem em equilibrio em SDFA compostos por pelo
polimero (PPG) e um DES de maior carater hidrofilico composto por [Nii112om]Cl e
glucose, o que ocorreu devido a baixa solubilidade dos componentes do DES na fase
polimérica e consequente particdo preferencial para a fase oposta. Desta forma, definiu-
se que tanto a natureza do receptor e doador de hidrogénio e dos formadores de fase
devem ser consideradas para que seja possivel obter sistemas com caracteristicas pseudo-
ternarias. No presente trabalho verificou-se a possibilidade de se manter essa
estequiometria, porém agora, com polaridades opostas, com um DES de maior carater
hidrofobico e um formador de fase de maior carater hidrofilico (sal). Na FIGURA 43 ¢
possivel observar que estequiometria inicial RH:DH se manteve na fase rica em [Na444]Cl
em pH 9 e 7 para ambos os alcoois avaliados. Nesses valores de pH, como ja reportado,
o sal de citrato existente predomina na forma dos ions C¢HsO7*, o qual possui maior
capacidade em causar salting-out das moléculas de alcoois para a fase rica em [Nas44]ClL.
Na fase de fundo devido a baixa concentragdao desses componentes a estequiometria nao

se manteve. Por outro lado, em pH 5 uma maior concentragdo de alcool se particionou
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para a fase de fundo, rica em sal, e consequentemente a estequiometria RH: DH ndo ¢
mantida em nenhuma das fases dos SDFA. Esse comportamento pode ser relacionado
com a presenca predominante do 4cido citrico (sem carga) e das espécies C¢HsO7> e
CeHs07 dos ions de citrato a pH 5, os quais apresentam menor capacidade em induzir
salting-out do [N4444]Cl e dos élcoois para a fase de topo. Desta forma, os resultados aqui
apresentados sugerem que um simples ajuste do pH do sistema ¢ suficiente para ajustar a
razado RH: DH nas fases dos SDFA. A representagado tridimensional desses sistemas esta

na FIGURA 44.

FIGURA 44 - REPRESENTACAO TRIDIMENSIONAL DOS SISTEMAS QUATERNARIOS
[N4444]C1 + ALCOOL + C¢HsK5;07+ H,O A DIFERENTES RAZOES MOLARES DE [N4444]C12 OH: (.)
2:1, (@)1:1 E (®)1:2 E PARA OS SISTEMAS TERNARIOS (@) [Nasas]Cl + C¢HsK307 + H0,
(®) ALCOOL + C¢HsK307+ H,0

Etanol

pH9 pH7 pH5

Agua

n-Propanol
pH9 pH7 pHS

Fonte: A Autora (2018)

7.2. Modelagem Termodinimica

O modelo NRTL foi utilizado para correlacionar os dados experimentais dos
SDFA quaternarios [Na444]Cl + OH + CsHsK30 ou CsHsK307/CsHgO7 + H2O  nos
diferentes calores de pH: 9, 7 e 5 a25 °C. Os parametros de intera¢do binaria deste modelo
estdo na TABELA 16. De maneira geral o modelo foi satisfatdrio para a representacao

dos dados sendo os desvios quadraticos médio (RMSD) inferiores a 1,08 %.
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TABELA 16- PARAMETROS DO MODELO NRTL PARA OS SISTEMAS QUATERNARIOS
CeHsK30 + [N4saa4]Cl + OH + H,0 E CeHsK307/CcHgO7 + [Nuaas]C1 + OH + HO A 25°C

Paramétros (i/j) Aoi/K Aoji/K i RMSD ? (%)
[N4444]Cl + etanol + C¢HsK50 + H,O — pH 9
CsHsK30 / [Na444]ClI 8391.3 1025,6 0,20000
Ce¢HsK30 / OH -50,770 2717,5 0,46997
CeHsK30 / H,O 1154,1 6996,7 0,41407 1.02
[N4444]C1/ OH 3,6715 -105,66 0,25286 ’
[N4444]Cl / H2O -663,33 1467,0 0,33891
OH/ H,O -109,31 2363,5 0,33117
[N4444]Cl + n-propanol + C¢HsK30 + H,O —pH 9
CsHsK30 / [Na444]ClI 1973,8 809,78 0,24186
CsHsK30 / OH -2,8255 592,89 0,47000
CesH5K50 / HO -586,14 8976,2 0,22437 0.55
[N4444]C1/ OH -85,523 -289,23 0,47000
[N4444]C1 / H20 -259,34 973,40 0,46985
OH/ H,O -42,291 1040,3 0,22960
[N4444]C1 + etanol + CsHsK507/CsHgO7 + H,O — pH 7
CsHs5K307/CsHgO7 / [Na4a4]Cl 247,32 871,04 0,22377
CeHsK307/C¢HgO7 / OH 7,9360 2366,2 0,47000
CeHsK307/CsHgO7 / H.O 1013,2 5601,3 0,41291 0.57
[N4444]C1 / OH 14,748 375,41 0,35520 ’
[Na444]Cl / H2O -226.88 27782 0,47000
OH/ H,O 714,11 1182,2 0,47000
[N4444]Cl + n-propanol + CsHsK307,/CsHgO7 + H,O — pH 7
CeHs5K307/CcHgO7 / [Naaas]Cl 17749 253,59 0,20000
CeH5K307/CcH3O7 / OH -54,686 -849,70 0,21377
CeHsK307/C¢HgO7 / HoO -1219.5 3279,9 0,46721 072
[N4444]C1/ OH -964.,95 8998,5 0,34191 ’
[N4444]C1 / HO -1103,1 1729,5 0,34360
OH/ H,O -595,07 1815,8 0,2000
[N4444]Cl + etanol + C¢HsK307,/C¢HsO7 + HO —pH 5
CeHsK307/CcHsO7 / [Naaaa]Cl 948,80 163,79 0,20000
CsH5K307/CsH3O7 / OH -134,49 980,77 0,45023
C¢Hs5K307/CcHsO7 / H,O -98,199 4374,7 0,46932 0.87
[N4444]C1/ OH -44,492 863,51 0,32808
[N4444]C1/ H0O 6540,0 4594,5 0,35315
OH/ H,O -291,49 1143.,6 0,20934
[N4444]C1 + n-propanol + CsHsK507/CsHgO7 + H,O — pHS5
CsHs5K307/CsHgO7 / [Naga4]Cl 810,53 271,50 0,20001
CsHs5K307/CsHgO7 / OH 891,69 839,32 0,20121
CeHsK307/C¢HsO7 / H,O -410,63 2913,3 0,46903 1.08
[N4444]C1/ OH -188,11 3089.4 0,46990 ’
[N4444]C1/ H,O 4426,5 5964,2 0,26187
OH/ H,O 138,98 721,95 0,30796

Fonte: A Autora (2018)
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7.3. Particao de biomoléculas

Com intuito de avaliar a influéncia do pH na parti¢do de biomoléculas nestes
sistemas, bem como o efeito da presenga do alcool, a extracdo de trés biomoléculas de
diferentes classes foi avaliada. Sao elas: cafeina (alcaloide), L-triptofano (aminoécido) e
acido galico (composto fendlico). Devido as pequenas diferengas observadas entre as
curvas binodais e a razao molar RH: DH nos sistemas a pH 7 € 9, apenas os sistemas a
pH 5 e 9 foram escolhidos para avaliar a parti¢do das biomoléculas. Na FIGURA 45 estao
representados os valores de coeficiente de particdo (K) para a molécula cafeina em

diferentes razdes molares de etanol/ n-propanol e diferentes valores de pH (5 ¢ 9).

FIGURA 45 — COEFICIENTE DE PARTICAO (K) DA CAFEINA NA FASE DE TOPO DOS SDFA
COMPOSTOS POR [Ny444]Cl + ETANOL/ n-PROPANOL + C¢HsK30; + H,O A DIFERENTES
FRACOES MOLARES DE [N4444]C1:OH A pH 5 (CINZA ESCURO) E pH 9 (CINZA CLARO).
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Fonte: A Autora (2018)

A cafeina, um alcaloide, ndo sofre especiagdo quimica com o pH de acordo com
sua curva de especiagdo quimica, entdo, em ambos os valores de pH avaliados a cafeina
¢ encontrada na sua forma ndo carregada. Portanto, considerando apenas as caracteristicas
da cafeina as alteragdes de pH ndo deveriam afetar o comportamento da particao, e
quaisquer alteragdes observadas nos valores de K estdo relacionadas a mudangas nas
propriedades das fases. Desta forma, maiores coeficientes de particio em pH 9 em
comparacao ao sistema em pH 5 sdo resultantes da maior capacidade dos ions citratos,
nestas condigdes, em causar salting-out na cafeina para a fase rica em [N4444]Cl, como

discutido previamente.
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Para o aminoacido, L-triptofano, os coeficientes de particdo obtidos estdo na
FIGURA 46. Em pH 5, o L-triptofano ¢ encontrado na forma de zwitterion, ou seja, nao
possui carga liquida (TOME; CATAMBAS; TELES; et al., 2010; ZAFARANI-
MOATTAR; HAMZEHZADEH, 2011b). Em pH 9 cerca de 70 % das espécies sdo
encontradas sem carga liquida e 30 % na forma de ions monovalentes carregados
negativamente, de acordo com sua curva de especiacdo quimica. Assim como a cafeina
em pH 9 foram obtidos maiores valores de K devido a maior capacidade do sal em causar
salting-out nessas condigdes o que favorece a transferéncia de massa deste aminoacido
para a fase rica em [Nua44]Cl. E importante destacar a influéncia do [N4a44]Cl na parti¢io
do L-triptofano, considerando os altos valores de K na presenca de [N4444]Cl em relagdo
aos sistemas ternarios compostos por etanol/n-propanol + CsHsK307/CsHgO7 + H2O. Um
comportamento similar foi observado quando a biomolécula L-triptofano foi particionada
com o [Ni11com]Cl, o que refor¢a a existéncia de interagdes especificas entre os sais
quaterndrios de amoénio e esse aminoacido. Neste trabalho, essas interacdes sdo
essencialmente dispersivas, embora as interagdes coulombianas entre o cation do sal
quaternario de amoénio e o aminoacido carregado negativamente nao possam ser

descartadas.

FIGURA 46 - COEFICIENTE DE PARTICAO (K) DO L-TRIPTOFANO NA FASE DE TOPO DOS
SDFA COMPOSTOS POR [Ny444]Cl + ETANOL/ n-PROPANOL + CeHsK30; + H,O A DIFERENTES
FRACOES MOLARES DE [N444]C1:0H A pH 5 (CINZA ESCURO) E pH 9 (CINZA CLARO).
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Fonte: A Autora (2018)
Na sequéncia avaliou-se a parti¢do do composto fenolico acido gélico, o qual € a
biomolécula com maior especiagdo quimica dentre as biomoléculas avaliadas. O
coeficiente de particdo do 4cido galico nos sistemas em estudo podem ser observados na

FIGURA 47. De acordo com a curva de especiacao do acido galico, em solugdes com
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3,9 < pH < 9,0 ¢ carregado negativamente com anions mono ¢ divalentes. Em pH 5 as
cargas divalentes negativas sdo predominantes (em torno de 90 %) enquanto em pH 9 as
espécies monovalentes e divalentes sdo encontradas em igual quantidade (50/50 %). A
predominancia das cargas negativas divalentes em pH 5 contribuem para a baixa parti¢ao
das biomoléculas para a fase rica em [Ns444]Cl e consequentemente menores valores de
K foram obtidos em relacao ao pH 9. Em pH 9 um pequeno aumento nos valores de K foi
observado em funcao do salting-out dos ions citrato. Além disso, assim como observado
para os ions L-triptofano, analisando os sistemas ternarios (etanol/n-propanol +
CsHsK307/C¢HgO7 + H2O) em relacdo aos sistemas quaternarios, o [N4444]Cl também
aparentou possuir grande influéncia na particdo do acido galico. Nos sistemas ternarios,
etanol/n-propanol + CsHsK307/C¢HsO7 + H>0, a fase de topo € rica em alcool a qual é
predominantemente nao carregada e induz a particdo preferencial do acido galico para a
fase salina. Este comportamento estd de acordo com o previamente reportado na literatura
onde espécies nao carregadas de acido gélico tendem a se particionar para a fase mais
hidrofébica enquanto que espécies carregadas tendem a se particionar para a fase mais
hidrofilica (CLAUDIO; FERREIRA; FREIRE; et al., 2012). Este fato reforca a alta

afinidade entre o acido galico e o [Na444]Cl.

FIGURA 47 — COEFICIENTE DE PARTICAO (K) DO ACIDO GALICO NA FASE DE TOPO DOS
SDFA COMPOSTOS POR [Nu444]C1 + ETANOL/ n-PROPANOL + C¢H;sK;07 + H,O A DIFERENTES
FRACOES MOLARES DE [N444]C1:OH A pH 5 (CINZA ESCURO) E pH 9 (CINZA CLARO).
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Fonte: A Autora (2018)

No que diz respeito a presenca dos alcoois nos sistemas, em pH 9, os coeficientes
de particdo para todas as biomoléculas em analise aparentam aumentar com a presenca
do etanol, enquanto que, com o n-propanol as biomoléculas apresentam uma tendéncia

em se particionar para a fase oposta (rica em sal). Uma excecdo, ¢ a particdo do acido
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galico em pH 9, onde o K aumenta com o aumento da concentragdo de n-propanol. Além
disso para todas as biomoléculas os maiores valores de K foram obtidos para os sistemas
quaternarios de razao molar 1:1 e 1:2 ([N4444]Cl: OH os quais podem ser atribuidos as
propriedades das fases. Todos os dados de coeficiente de parti¢do e eficiéncia na extracao
estdo no APENDICE E. Como discutido anteriormente, em meio acido os ions do sal
apresentam menor carga € consequentemente menor efeito cosmotropico (menor
habilidade em causar salting-out) sobre as biomoléculas avaliadas. Desta forma, para
manipular a particdo das biomoléculas de interesse uma combinagio de fatores como as
interagdes hidrofobicas/ hidrofilicas e eletrostaticas, e o efeito salting-out devem ser
considerados. Os sistemas aqui avaliados demonstraram ser versateis para a particionar
biomoléculas de diferentes classes. A possibilidade de se trabalhar em uma larga faixa de
pH pode ser interessante considerando a aplicagao desse tipo de SDFA para a extracao de
biomoléculas sensiveis a mudancas de pH, o que torna esses sistemas potenciais para a
aplicagdo na separacdo e/ou purificacdo de diferentes biomoléculas de alto valor

agregado.

7.4. Consideracoes Finais

Neste capitulo foram propostos novos tipos de DES-SDFA os quais se
demonstraram ser versateis, sendo possivel alterar as propriedades das fases dos sistemas
alterando a natureza do DH utilizado e¢/ou o pH do sistema. Além disso, foram obtidos
DES-sal com caracteristicas pseudo-terndrias, ou seja, onde a estequiometria entre doador
e receptor de hidrogénio se mantém nas fases dos sistemas. Este comportamento foi
obtido através da escolha de um DES de menor carater hidrofilico o qual ¢ facilmente
excluido pelo sal de citrato para uma nova fase. As alteragdes observadas nas
propriedades das fases dos sistemas em func¢ao da mudanga de pH sdo resultado da
especiagdo quimica do sal de citrato, o qual tem sua capacidade em realizar salting-out
reduzida com a acidifica¢do do meio. Essa possibilidade de alterar as propriedades das
fases também pode ser usada para manipular a particdo de biomoléculas nesses sistemas.
Observou-se ainda, que além da natureza do DES, o pH do meio apresentou um papel
importante na parti¢cao das biomoléculas aqui estudadas. De maneira geral, os resultados
apresentados nesse capitulo demonstram que fatores externos, como o pH, também
podem ser utilizados para guiar a particdo dos componentes formadores dos DES, alterar

as propriedades das fases e manipular a particdo de uma biomolécula alvo.
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PARTE III

Considerac¢oes Finais

Nesta parte serdo apresentadas as conclusoes,
producdo cientifica, referéncias bibliograficas

e apéndices deste trabalho.
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CAPITULO 8 — Conclusdes e Produciio Cientifica

8.1. Conclusoes

Os SDFA compostos por DES foram recentemente explorados na literatura
apresentando altos indices de extracdo de biomoléculas, principalmente as proteinas.
Entretanto, verificou-se que em grande parte dos trabalhos os autores dedicaram seus
esfor¢os unicamente para avaliar a particdo de biomoléculas sem se preocupar com o
mecanismo de formagdo dos SDFA, ou com a integridade dos DES no sistema aquoso.

Considerando que os DES sdo pouco estaveis em solugdes aquosas, em termos
de processo, torna-se de grande importancia conhecer o comportamento do ELL e a
composicao das fases dos sistemas para uma melhor discussdo dos mecanismos de
formacao de fases e de extragdo. Com a andlise da composicao das fases dos SDFA, nos
primeiros sistemas avaliados nesta tese, verificou-se que hd uma distribuicdo nao
estequiométrica entre doador e receptor de hidrogénio nas fases dos sistemas, o que
demonstra a quebra das ligagdes de hidrogénio dos DES devido ao alto teor de d4gua nos
SDFA. Levando em consideracao a parti¢ao dos componentes dos DES, pode-se concluir
que os SDFA baseados em DES sdo na realidade sistemas quaternarios.

Os dados de composi¢do das fases de sistemas quaterndrios devem ser obtidos
analiticamente, desta forma nesse trabalho, foram propostas técnicas como TGA e 'H
RMN, dentre outras, de acordo com os compostos formadores de cada sistema, as quais
se demonstraram adequadas para a aplicagdo em questao.

Verificou-se ainda que ¢ possivel obter DES-SDFA onde ocorre a partigao
estequiométrica dos componentes dos DES entre as fases do sistema aquoso, embora ndo
existam evidéncias sobre a estabilidade dos DES nesses sistemas, eles podem ser tratados
como pseudo-ternarios. Para que a obten¢do de um sistema com caracteristicas pseudo-
ternarias ocorra deve se levar em consideragdo as caracteristicas de
hidrofilicidade/hidrofobicidade dos componentes formadores do DES e do agente
formador de fase (sal ou polimero). Para DES de carater mais hidrofilico deve-se utilizar
um formador de fase de carater mais hidrofébico, como o polimero poli(propileno)glicol,
por exemplo.

Desta forma, torna-se essencial considerar a estabilidade dos DES e como os

seus componentes se particionam entre as fases dos sistemas sempre que se tratar da
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utilizacdo desses solventes em SDFA. Conclui-se que, receptor e doador de hidrogénio
passam a atuar individualmente na formag¢ao do SDFA, os quais irdo definir as
propriedades do sistema e para quais finalidades poderdo ser aplicados. A partir desse
ponto entende-se que ao utilizar os DES em SDFA estamos trabalhando com solventes
multicomponentes os quais devem ser obtidos em fun¢do das moléculas de interesse, os
chamados designer solvents. Entende-se ainda que se torna necessario conhecer as
caracteristicas de cada componente que serd adicionado ao sistema e seu comportamento
no SDFA e assim manipular as propriedades das fases em equilibrio de acordo com o
composto de interesse a ser particionado nesses sistemas.

Analisando o papel de cada um dos componentes formadores do sistema,
verificou-se, de maneira geral, que a molécula receptora de hidrogénio tende a atuar
primordialmente na obtencdo do SDFA juntamente com o sal/polimero, enquanto a
moléculas doadoras de hidrogénio sdo as principais responsaveis em promover
modificacdes nas propriedades das fases dos sistemas, atuando muitas vezes como
aditivos e alterando o comportamento de parti¢do de biomoléculas nesses sistemas. Os
doadores de hidrogénio, apresentam influéncia tanto positiva, aumentando a regidao
bifasica, quanto negativa, reduzindo a regido bifasica. Alguns inclusive sdo capazes de
formar SDFA mesmo na auséncia do receptor de hidrogénio. E importante ressaltar, que
em alguns casos em particular, ocorre uma inversdo de funcdes, onde o doador de
hidrogénio parece atuar como formador de fase e o receptor como aditivo ao sistema.

A possibilidade de se utilizar compostos de caracteristicas diversas na obtencao
dos DES resulta na grande versatilidade dos DES-SDFA, obtendo-se sistemas com fases
de diferentes propriedades as quais podem ser definidas de acordo com a aplicagdo
desejada. Sendo assim, esses sistemas podem ser aplicados no ambito dos designers
solvents, ou seja, de solventes desenvolvidos para obter as caracteristicas necessarias para
separar, purificar e estabilizar cada biomolécula de interesse.

A aplicabilidade dos sistemas quaternarios na separagdo de biomoléculas foi
demonstrada neste trabalho, utilizando biomoléculas modelo, como aminoacidos,
compostos fendlicos e alcaloides. Avaliou-se a influéncia de cada componente dos DES
no coeficiente de parti¢do e eficiéncia da extragdo destes sistemas, e como estes podem
ser utilizados para delinear o processo de particdo de acordo com as propriedades das

biomoléculas de interesse.
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8.2. Desafios Futuros

Os desafios futuros quanto a utilizacdo desses sistemas estd no ambito de
encontrar padroes de comportamento que tornem possivel prever o mecanismo de
formagdo dos SDFA a partir dos diferentes componentes (doador e receptor de
hidrogénio) que o compde, visto que a natureza e propriedades fisico-quimicas desses
irdo influenciar diretamente na formagao das fases. Lembrando que o efeito salting-out,
a formag¢do dos complexos de hidratacdo, propriedades termodindmicas, comportamento
da parti¢do sdo fatores que devem ser considerados para descrever esses sistemas.

Além disso a versatilidade destes sistemas deve ser explorada quanto a sua
aplicagdo para obtencdo de compostos de interesse para a industria alimenticia, quimica

e farmacéutica.
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TABELA Al. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA O SISTEMA [Ni11om]Cl + KoHPO4
+H,0O A 25°C E PRESSAO ATMOSFERICA. *

KoHPO4 (% m/m)

[Ni112om]Cl (% m/m)

KoHPO4 (% Il’l/l’l’l)

[Ni11¢20m)]Cl (% m/m)

6,2
7,9
8,7
10,0
11,4
12,3
13,6
14,5
15,9
18,5
18,8
20,3
21,1
21,2
22,6
24,3
25,0

52,1
46,3
44,5
42,4
39,2
37,6
36,0
33,9
32,2
29,3
29,5
27,7
26,7
26,8
24,8
23,3
222

25,5
27,0
27,4
29,7
29,8
32,0
33,8
35,0
36,7
39,1
41,3
43,8
46,7
49,2
52,6
57,7

21,5
20,4
19,8
17,2
17,5
15,0
13,6
12,4
11,1
9,2
8,3
7,0
5,8
45
32
1,9

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, uw(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)

TABELA A2. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA O SISTEMA [Ni110m)]Cl:
FRUTOSE + KoHPO4 + H,O A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. #

1:2 1:1 2:1
KoHPO4 [N1 1 1(20H)]C1:frut KoHPO4 [N1 1 1(20H)]C1:frut KoHPO4 [N] 1 1(20H)]Clifﬂlt
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

28.8 38,9 55,8 53 11,3 64,3
30,2 35,5 48,1 10,3 13,3 58,5
32,5 32,6 39,4 17,7 15,5 53,0
33,6 31,1 37,3 20,2 16,8 49,8
34,5 29,5 34,6 23,6 18,0 46,6
36,6 26,7 33,7 25,6 19,2 43,7
39,8 21,5 31,9 28,8 20,8 40,3
42,5 17,8 29,8 32,0 22,8 36,9
44,4 15,2 28,5 35,0 24,7 33,8
47,7 12,0 26,4 39,2 26,0 31,6
53,8 8,4 25,1 42,7 27,6 29,5
23,9 45,1 29,0 27,0

23,7 45,8 30,8 25,1

19,8 55,3 32,7 23,2

33,7 21,7

36,0 19,5

39,4 16,2

40,4 15,2

41,5 14,1

42,9 12,5

43,7 11,4

45,1 10,4

45,8 9.3

48,7 7,6

50,8 6,5

55,0 5,3

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, uw(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)



TABELA A3. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA O SISTEMA [Ni11¢om]Cl:

GLUCOSE + KoHPO4 + H,O A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. *
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1:2 1:1 2:1
K2HPO4 [N] 1 1(20H)]Cl:gluc KzHPO4 [N1 1 1(20H)]Cl:gluc KzHPO4 [N1 1 1(20H)]Cl:gluc
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

33,2 33,5 8,1 68,9 6,4 70,9
34,8 30,1 11,0 62,3 8,4 64,1
35,8 28,2 16,3 54,0 11,2 57,1
37,1 26,1 19,7 48,0 13,1 53,2
38,7 23,2 21,4 45,1 14,5 50,3
39,7 21,4 22,5 439 15,0 48,6
41,7 18,6 24,9 39,0 16,0 46,8
434 16,6 27,1 35,0 18,3 42,9
47,4 13,1 29,5 31,1 18,7 41,9
50,5 10,3 314 27,9 20,9 38,9
53,0 8,7 32,7 25,8 22,1 36,5
34,4 23,2 22,8 35,4

35,7 21,5 23,5 34,1

37,8 18,8 25,1 32,0

40,4 16,0 25,7 31,1

40,5 15,8 25,9 30,4

42,4 14,7 26,6 29.4

44,7 12,1 27,6 27,9

46,1 10,9 28,4 26,9

48,1 9,3 28,9 26,0

50,3 7,7 29,8 25,0

53,2 5,8 30,9 23,5

56,1 4,8 33,6 20,7

35,8 18,2

37,2 17,0

39,2 15,1

42,0 12,4

43,4 11,2

46,3 8,7

47,7 7,8

50,8 5,7

53,4 4,5

55,3 3,8

57,4 3,3

53,4 4,5

55,3 3,8

57,4 3,3

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, uw(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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SACAROSE + K,HPO, + H-O A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. ?
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1:2 1:1 2:1
K2HPO4 [N] 1 1(20H)]Cl:sac KzHPO4 [N1 1 1(20H)]C1:sac KzHPO4 [N] 1 1(20H)]Cl:sac
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

30,0 37,9 22,9 43,4 6,1 74,0
30,8 35,2 23,4 41,5 7,8 67,5
32,0 32,6 24,2 39,6 10,1 61,4
33,1 31,0 26,2 36,2 11,0 58,4
35,1 28,0 26,7 34,8 12,6 54,3
36,4 26,1 28,8 31,5 15,0 493
36,9 25,2 30,5 28,8 17,8 44,8
37,3 24,4 314 27,0 18,6 42,7
38,2 23,4 32,7 25,0 20,4 39.4
39,2 21,7 33,5 23,7 22,6 35,9
40,0 20,9 34,9 21,6 23,5 34,6
41,0 19,6 353 20,7 24,1 33,2
42,9 17,6 36,3 19,6 26,2 30,5
44,2 16,3 36,7 18,5 26,9 29,2
46,8 13,5 38,1 17,3 28,9 26,6
47,7 12,8 39,7 15,0 30,3 24,6
52,0 10,0 44,2 12,7 33,6 20,6
46,7 10,7 35,5 18,5

50,7 7,7 39,1 15,4

53,4 6,1 40,2 14,2

56,5 43 42,2 12,1

48,0 7,0

54,1 43

58,2 2,3

 As incertezas padrao (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A5. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA O SISTEMA [N)1100m]Cl: Glucose +
PPG 400+ H,O A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. #

2:1 1:1 1:2
[N111(20H)]Cliglu PPG 400 [N111(20H)]C1:glu PPG 400 [N111(20H)]Cl:gluc PPG 400
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

0,5 78,5 0,6 78,8 1,1 77,1
1,4 74,9 1,4 74,8 3,2 66,8
2,3 68,5 2,3 68,5 4.4 60,4
2,9 65,0 2,9 65,1 53 56,2
3,6 61,8 3,6 61,9 6,3 52,6
4.8 56,4 4,7 56,9 8,2 47,2
5.2 54,3 5,2 54,3 9,0 43,5
6,1 50,1 6,0 50,0 9,7 41,1
6,4 48,0 6,9 44,8 10,5 38,5
6,9 44.8 7,6 42,4 11,9 33,5
7,5 42,4 8,3 38,6 13,1 28,9
7,8 40,4 10,6 32,3 13,9 27,0
8,3 38,6 12,1 29.9 14,6 25,5
8,9 36,2 13,2 27,6 15,5 23,9
9,3 34,0 14,8 24,2 16,6 21,9
10,2 30,8 16,3 21,6 17,6 20,5
11,0 29,1 18,1 18,5 18,8 18,8
12,9 25,5 19,9 15,7 19,8 17,3
13,6 23,6 20,9 15,1 20,1 16,5
16,8 17,8 22,9 13,4 21,6 15,2
19,9 12,1 25,1 13,0 23,4 13,7
23,1 10,8 26,6 11,9 32,4 8,7
25,6 9,7 30,3 10,0 40,0 53
26,6 9,2 33,8 8,4 48,6 2,3
29,4 8,5 39,7 7,1

32,7 7,2 48,0 3,1

* As incertezas padrao (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.

Fonte: A Autora (2018)

TABELA A6. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ni110m)]Cl + PPG
400+ H,0 E GLUCOSE + PPG 400 + H,O A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. *

[Ni11¢om)]Cl1 PPG 400 Glucose  PPG 400
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
7,5 39,1 3,9 60,2
8,1 36,3 6,9 51,6
8,4 33,6 7,7 49,2
8,9 31,3 8,8 43,8
9,2 29,6 10,6 35,6
10,6 26,2 13,6 27,8
11,2 25,5 16,4 20,8
11,6 24,2
12,0 23,6
14,1 20,5
14,3 19,3
14,6 18,9
14,9 18,0
15,2 17,2
16,0 16,8
16,7 16,5
17,5 16,0

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, uw(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.

Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A7. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ni112om]CL:
ETANOL + K,HPO4 + H,O A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA.

2:1 1:1 1:2
KoHPO: [N“lg‘;‘;)]Cl: K:HPO [ng%m]m: KoHPO, [N‘“S‘I){“’]Cl:
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

58,29 2,44 58,22 2,14 50,13 1,70
53,83 3,23 55,03 2,59 46,64 2.36
45,37 5,37 51,31 3,68 43,84 2,95
43,39 6,16 49,18 4,39 42.83 3,45
39,63 8,54 46,08 5,27 41,31 4,01
37,40 10,31 44,49 6,13 40,34 4.41
34,12 12,90 42,87 6,92 38,75 5,31
31,65 15,12 40,50 8,54 37,33 6,16
29,23 17,13 38,68 9,56 36,15 6,84
29,01 17,34 36,88 10,22 34,46 8,20
28,15 18,01 35,37 11,41 32,86 9,52

26,12 20,01 34,42 12,21 31,97 10,10

22,68 23,69 33,58 12,96 29,22 12,22

21,84 24,32 31,99 14,28 28,06 13,26
17,82 28,85 30,04 16,01 27,10 14,13

15,21 31,53 27,61 18,23 25,49 15,96
13,60 33,79 25,25 20,26 24,65 16,61

11,99 36,34 24,05 21,40 23,16 17,96
11,00 37,96 22,32 23,13 21,97 19,18
8,89 46,10 19,95 25,60 20,46 20,71

7,64 48,82 17,89 27,96 19,88 21,22

6,43 53,39 15,63 30,53 18,36 22,92
5,23 57,06 13,38 33,20 17,05 23.83

10,60 36,80 16,89 24,59

8,21 41,98 16,06 25,73

7,47 44,79 14,14 27,51

6,39 48,07 12,98 29,75

5,16 53,33 10,31 33,29

9,08 36,28

8,15 38,41

7,44 40,68

6,12 42,77

4,82 47,85

3,91 50,90

3,05 56,94

 As incertezas padrao (u) sao u(m) = 0,1 %, w(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.

Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A8. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ni11¢om]Cl: n-

PROPANOL + K,HPO, + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA.

2:1 1:1 1:2
IEzHPO . [Nn 18(13;)](:13 IEZHPO4 [N 18(;;1)]01 I§2HPO4 [N 18(1){1{)]Cl:
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

58,83 0,64 58,19 1,15 58,36 131
47,44 1,07 42,36 2,06 40,64 1,61
41,94 1,72 39,33 2,56 37,06 2,01
40,20 2,45 35,48 3,43 34,32 2,95
38,04 3,32 32,85 4,84 32,28 3,71
35,63 4,62 30,79 5,82 28,69 5,57
31,08 7,89 28,42 6,66 25,13 7,71
28,89 10,82 27,27 7,51 22,23 8,65
27,34 12,71 24,61 10,20 18,83 10,53

26,41 14,05 23,22 11,53 16,76 11,80
25,24 15,44 22,08 12,84 15,98 12,65
24,52 16,87 20,02 15,39 13,86 15,35
24,14 17,47 18,63 16,62 12,90 16,78

23,59 18,57 17,95 17,62 11,94 18,30

22,63 19,96 17,09 18,85 11,39 19,22

21,63 21,70 16,23 19,91 10,67 20,02

20,32 23,55 14,70 22,01 9,64 21,98

19,12 25,49 13,22 24,04 9,05 23,64

18,26 27,07 10,13 29,53 8,52 25,50

16,30 30,40 8,78 32,22 8,00 26,87

18,31 27,27 7,04 35,95 7,23 29,06

12,34 37,10 5,62 39,64 6,51 30,14

7,98 45,04 2,67 4537 5,59 31,75

5,99 4831 5,07 32,90

413 34,77

3,78 35,97

2,98 37,46

2,75 38,63

2,32 40,27

2,03 42,32

1,51 44,07

1,07 45,66

 As incertezas padrdo (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) =0,5 °C e u(P) = 10 kPa.

Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A9. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ni11¢om]Cl: 1,2-

PROPANODIOL + K,HPO4 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. *

2:1 1:1 1:2
K>HPO, [ng;l;)]a: K>HPO,4 K>HPO, [N“lg‘l’{“)]m: K>HPO4
0 0 0 0
(% m/m) % m/m) (% m/m) (% m/m) % m/m) (% m/m)
60.79 1,18 60,70 1.20 57.29 4.83
56,94 1.49 56.40 2,60 52,63 6,63
52,26 3.84 53,18 3,76 49,38 7.89
49,59 4,61 50,04 4,57 43,59 10,19
46,21 6,26 46,42 6,42 39,57 11,61
45,57 732 44,94 7.66 36.85 13,72
43,08 771 42,73 8.93 34,45 15,66
41,46 9,03 4126 10,39 30,70 19,56
39,62 10,14 3931 11,71 29,60 20,42
38,95 10,90 36,62 13,37 27.47 22,69
37.20 12,14 33,69 16,11 26,53 23,98
35,26 13,88 30,75 17,36 24,88 26,59
34,58 14,47 28,06 20,02 21,87 29,19
31,86 17,14 23,70 26,54 18,40 34,17
29,95 18,89 19,96 30,67 16,88 36,87
29,16 19,84 17,90 34,44 15,13 40,11
27.52 21.83 16,85 36,61 11,92 47.58
27.45 22,25 14,52 39,99 10,21 52,06
25.59 24,02 12,81 43,09 8,23 60,06
23,54 25,76 10,81 46,18
21,11 28.95 938 49,70
20,14 30,14 736 55.65
18,38 31,78 6,68 57,55
16,98 33,73 5,79 60,06
15,45 36,20 547 61,75
14,22 38,71
12,77 41,91
12,27 42,17
11,64 44,37
10,26 47,41
7,39 54,38
4,84 61,34

 As incertezas padrdo (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.

Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A10. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ni11com]Cl:
ETILENO GLICOL + K,HPO, + H,O A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA.

2:1 1:1 1:2
K>HPO, [ng;l;)]a: K>HPO,4 K>HPO, [ng(;{m]ct K>HPO4
0 0 0 0
(% m/m) % m/m) (% m/m) (% m/m) % m/m) (% m/m)

60.29 1.71 59.14 1.81 57.09 3.60
5428 3,61 54,53 3,08 52,60 4,86
50,64 5.05 49,10 571 50,14 5.88
47,58 6,31 4421 9.43 48,14 7.30
44,80 7.62 41,34 13,17 44,19 10,87
40,89 10,68 37,51 16,21 41,82 15,02
38.28 12,30 36,30 17,50 40,47 16,73
37.72 12,90 34,61 19,52 38,98 18,72
36,91 13,71 33.82 20,48 36,17 22.80
36,00 14,62 32,19 22,34 31,93 29,18
35.26 15,48 30,91 23,99 29.49 33,52
34,36 16,44 29.12 26,15 24,76 41,00
33.46 17,49 27.63 28,96 22,37 47,01
31,80 19,13 26,38 29,91

30,97 20,17 24,75 3227

29,33 21,97 22.48 35,18

28.52 23,08 22.13 35,99

27.80 23,73 19,04 40,49

26,11 25,73 17,27 43,80

23,74 28,33 16,08 45,29

21,26 3125

19,20 33,94

17,14 37,00

15,45 39,87

13,71 43,05

10,66 47,62

9,30 53,04

 As incertezas padrao (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.

Fonte: A Autora (2018)
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TABELA All. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [N111¢20m]Cl: OH +
K,HPO,4 + H20 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. @

Etanol n-Propanol 1,2-propanodiol
KGHPO, [Ni11om]Cl: KGHPO, [Ni11com)]Cl: [K,HPO, [Ni11com]ClL:
(% m/m) OH (% m/m) OH (% m/m) OH

(% m/m) (% m/m) (% m/m)

58,94 2,19 58,52 1,20 58.28 2.47
45,79 3,08 39,01 1,41 55,00 3,04
40,61 4,02 36,80 1,09 51,28 4,08
37,20 4,88 33,58 1,48 41,64 12,66
35,15 5,70 30,84 1,95 39,72 13,53
33,63 6,44 28,13 2,59 37,89 15,69
31,95 6,95 26,45 3,31 37,51 16,99
30,43 7,49 22,59 4,03 34,18 20,09
27,75 8,32 20,47 4,50 32,02 23,05
25,93 8,88 18,96 5,13 26,70 29,45
24,46 9,37 17,78 5,60 24,51 32,59
21,61 10,82 15,70 6,64 23,66 33,79
20,56 11,60 13,88 7,77 22,09 36,56
19,50 12,45 11,91 9,55 20,11 40,16
18,54 13,29 10,22 11,12 16,64 46,51
17,80 13,98 9,26 12,43

17,16 14,66 8,23 14,28

16,53 15,40 7,45 16,08

15,81 16,27 6,93 17,13

14,95 17,09 6,50 18,59

13,87 18,14 6,25 19,59

13,42 18,97 5,80 21,67

12,87 19,55 5,44 23,16

12,25 20,24 5,09 25,12

11,51 21,35 4,58 27,57

10,16 22,80 3,99 29,64

10,10 23,53 3,63 33,29

9,06 24,82 2,91 37,01

8,43 25,75 2,70 39,13

7,49 27,48 2,38 40,81

7,06 28,85 1,98 4329

6,60 29,72 1,72 4524

5,43 31,94 1,31 48,86

483 34,29

422 36,66

3,39 39,38

2,72 43,07

 As incertezas padrao (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
: A Autora (2018)

Fonte



TABELA A12. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ny44]Cl +
CeHsK507 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. #
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pH S5 pH7 pH9
CeHsK50 [Nasa4]C1 CeHs5K50 [Naaa4]Cl1 CeHs5K50 [Na4a4]Cl1
450 54.48 5.45 47.02 3.08 53.89
5,08 51,33 6,27 43,50 4,50 49,98
8,09 45,63 7,44 39,98 6,48 42,88
10,95 40,26 8,67 37,43 7,53 40,32
13,46 36,30 10,84 33,06 931 36,04
15,32 32,67 12,08 30,91 12,15 31,22
17,05 30,13 13,91 27,79 13,51 29,08
20,36 26,01 16,36 24,29 16,04 25,44
23,39 22,43 17,33 23,04 17,70 23,42
26,43 18,96 18,52 21,36 18,82 21,83
30,57 15,66 19,75 19,99 21,47 18,79
32,63 13,12 20,75 18,62 22,63 17,49
32,65 13,51 21,43 17,82 23,65 16,32
34,58 11,58 22,65 16,41 24,72 15,26
36,72 9,60 23,46 15,48 26,74 13,16
39,08 7,45 24,48 14,29 27,54 12,35
25,50 12,76 28,19 11,70
26,40 11,93 29.16 10,81
27,33 11,06 29,98 10,07
28,76 9,60 31,23 8,99
30,04 8,42 32,00 8,36
30,82 7,71
32,20 7,12
34,25 6,43

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, uw(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A13. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: ETANOL +
CeHsK507 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. #

pH S5 pH7 pH9
CeHsK30 Etanol CeHsK30 Etanol CsHsK30 Etanol

42,45 11,75 46,64 6,56 1,36 63,43
33,69 17,19 40,66 8,82 2,36 55,32
27,61 22,85 35,16 11,47 3,23 51,84
25,30 24,62 28,37 16,08 4,18 49,47
21,51 28,35 25,26 19,10 6,15 44,73
19,36 30,77 21,65 23,82 7,48 41,55
17,59 32,60 20,82 24,77 8,74 39,52
15,40 35,18 19,77 25,86 11,62 34,80
14,27 36,24 19,19 26,64 12,91 32,78
12,87 38,13 17,99 28,18 14,36 30,83
11,72 40,12 17,27 29,49 15,65 28,99
10,84 41,10 14,81 31,99 16,79 27,41
10,73 41,48 12,73 34,73 17,71 26,10
9,84 42,87 11,67 35,71 19,74 23,49
9,27 43,42 10,69 37,63 20,50 22,49
8,57 44,43 10,13 38,22 21,42 21,34
8,17 45,31 9,13 40,68 22,21 20,33
8,91 40,82 23,89 18,32

8,44 41,85 24,74 17,35

7,45 43,65 25,73 16,29

7,27 44,04 26,61 15,25

6,40 45,55 27,57 14,24

5,96 46,63 28,87 13,13

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, uw(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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TABELA Al4. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: n-PROPANOL +
CeHsK507 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. #

pH S5 pH7 pH9

CeH;5K50 Propanol CsH5K30 Propanol CsH5K50 Propanol
46,43 3,48 47,64 4,55 26,21 5,28
38,45 5,35 36,94 6,02 20,27 7,23
33,70 6,86 25,69 7,17 18,68 7,84
28,94 8,26 22,25 9,07 17,60 8,02
25,07 11,11 20,73 9,66 16,61 9,18
22,24 13,03 15,76 11,56 15,75 9,63
19,79 15,55 13,11 14,10 15,25 10,04
18,32 18,53 11,65 16,03 14,26 11,12
17,08 21,29 11,00 16,78 12,79 12,49
16,41 23,03 10,04 18,31 12,48 13,26
15,10 26,20 9,11 19,83 11,51 14,07
13,90 29,24 8,86 20,40 11,31 15,18
12,55 32,64 8,25 21,46 10,32 16,23
11,58 34,72 7,85 22,66 10,12 16,99
10,81 37,13 7,47 23,82 9,35 18,56
9,34 41,92 7,01 25,13 8,58 19,83
8,94 42,91 6,68 26,33 8,15 21,62
8,10 44,95 6,25 28,16 7,49 23,11
6,13 28,52 7,13 24,87
5,80 30,07 6,83 26,59
5,50 31,16 5,81 30,00
5,25 32,35 5,57 33,17
4,32 34,80 4,20 39,41
3,72 37,96 3,26 46,77
3,22 41,00 2,20 52,70
1,18 58,29

 As incertezas padrdo (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A15. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ny44]Cl:
ETANOL (2:1) + C¢H5K307 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. ¢

pHS pH7 pHO

C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH
9,77 46,90 6,22 49,91 4,83 46,23
11,10 41,58 7,74 43,59 5,52 42,69
14,78 34,43 11,46 35,23 9,22 36,44
18,70 28,20 12,84 32,15 9,91 34,77
2421 21,25 18,01 24,02 11,82 31,65
29,50 15,51 20,48 21,00 13,04 29,88
22,53 18,13 14,06 28,35
24,51 16,07 15,80 25,58
25,69 14,51 17,05 24,00
2591 14,12 18,14 22,59
27,42 12,59 19,31 21,09
28,88 11,04 20,58 19,65
30,62 9,66 21,37 18,59
31,15 9,11 23,24 16,49

23,71 15,91
24,45 15,06
25,09 14,34
25,71 13,67
26,45 12,97
27,66 11,74

® As incertezas padrao (u) sao u(m) = 0,1 %, w(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.

Fonte: A Autora (2018)

TABELA A16. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [N4444]Cl:
ETANOL (1:1) + C¢HsK307 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA.

pHS pH7 pH9
C6H5K3O [N4444]C1: OH C6H5K3O [N4444]C1: OH C6H5K3O [N4444]C1: OH

6,84 50,49 4,57 49,45 3,39 51,91
10,87 41,97 7,45 42,97 4,73 46,12
14,12 35,90 9,74 35,66 5,97 42,41
19,10 28,83 11,36 31,92 7,88 38,33
26,63 20,11 13,33 28,72 11,57 32,86
36,02 10,69 15,77 25,64 12,32 31,50
6,84 50,49 17,56 22,84 14,03 28,37
20,77 18,98 16,17 25,60

23,53 15,86 20,18 20,33

24,97 14,41 22,21 18,37

26,04 13,14 23,00 17,46

27,79 11,23 24,16 16,27

28,77 10,10 24,90 15,45

29,75 9,30 25,57 14,65

30,26 8,77 26,03 14,05

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, uw(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.

Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A17. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Nu444]Cl:
ETANOL (1:2) + C¢HsK307 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA.

pHS pH7 pHO

C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH
8,20 48,87 2,37 56,36 4,46 47,96
12,31 40,46 5,41 47,44 5,66 45,08
21,08 28,30 10,06 36,90 7,98 41,28
25,97 22,50 14,35 29,92 8,64 38,07
31,94 15,92 17,33 26,05 9,56 36,18
8,20 48,87 20,17 22,53 12,59 31,27
12,31 40,46 21,42 20,62 13,88 29,28
21,08 28,30 22,57 19,01 16,51 25,61
23,92 17,22 17,32 24,27
25,56 15,07 19,62 21,52
26,50 14,03 21,56 19,06
27,24 13,41 22,61 17,86
27,98 12,50 24,01 16,23

29,31 11,28 25,39 14,71
30,06 10,67 26,68 13,32
30,85 9,88 27,31 12,67
27,96 11,99
29,18 10,85
29,97 10,12
31,05 9,19
32,45 8,09

 As incertezas padrao (u) sao u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A18. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ny44]Cl: -
PROPANOL (2:1) + C¢HsK307 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. @

pHS pH7 pHO

C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH
5,97 52,18 3,54 54,93 4,42 48,99
11,24 42,05 6,75 47,36 5,75 44,76
12,37 39,15 9,27 40,32 7,30 40,53
16,07 33,02 13,62 30,89 8,87 38,03
22,54 24,68 16,16 26,06 9,78 35,57
25,69 20,80 17,08 24,58 11,72 32,00
29,09 16,75 20,59 20,12 13,32 29,58
33,25 12,42 21,16 19,41 14,31 28,15
23,49 16,15 15,98 25,56
24,11 15,11 23,34 16,90
26,09 12,88 24,60 15,14
26,89 11,94 25,65 13,75

27,60 11,18 25,92 13,21
28,62 10,33 26,49 12,53
29,12 9,61 27,24 11,79

29,81 9,00 28,74 10,61
26,62 29,06 9,99

29,92 9,31
31,28 8,36

32,63 7,31
32,90 6,88
34,33 6,06

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A19. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ny44]Cl: -
PROPANOL (1:1) + C¢HsK307 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. @

pHS pH7 pHO

C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH
5,59 53,09 3,36 53,96 5,66 4521
8,90 45,18 6,19 45,11 7,85 40,02
12,33 38,32 8,75 39,87 9,60 36,14
14,13 34,76 10,35 34,07 11,91 31,51
17,59 29,17 14,52 27,65 13,00 28,82
20,45 25,38 15,46 25,60 14,56 25,63
21,06 22,78 17,29 22,89 16,72 23,08
24,40 18,89 18,41 21,04 19,38 19,69
26,94 15,84 19,95 18,71 21,20 17,17
30,35 12,73 21,08 17,15 23,38 14,73
5,59 53,09 21,96 15,99 24,67 12,66
8,90 45,18 23,14 14,70 26,02 11,31
12,33 38,32 23,84 13,80 26,94 10,40
14,13 34,76 24,08 13,28 27,62 9,76
25,08 12,27 29,65 8,07
25,77 11,76 30,06 7,70

26,62 10,70 30,71 7,21
27,62 9,66 31,19 6,83
32,47 6,00
34,11 5,06
34,44 4,80

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.

Fonte: A Autora (2018)
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TABELA A20. DADOS EXPERIMENTAIS DE BINODAL PARA OS SISTEMAS: [Ny44]Cl: -
PROPANOL (1:2) + C¢HsK307 + H,0 A 25 °C E PRESSAO ATMOSFERICA. @

pHS pH7 pHO

C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH C6H5K3O [N4444]C12 OH
6,33 52,21 3,22 54,08 26,80 9,47
8,45 45,80 6,38 44,43 25,1 10,7
11,41 38,95 7,32 38,53 23,4 12,1
13,63 34,33 10,77 32,02 22,4 13,1
16,79 29,22 13,20 26,86 22,0 13,6
19,53 24,84 14,14 25,00 21,6 14,2
21,47 21,94 16,02 22,55 20,6 15,4
23,03 19,78 18,16 19,09 20,4 15,8
25,04 17,32 18,56 18,03 19,6 16,6
26,15 15,81 19,51 16,83 18,4 18,5
28,26 13,71 20,31 15,75 17,8 19,7
28,83 13,07 21,18 14,73 16,64 21,97
29,57 12,14 22,21 13,40 14,94 24,66
30,39 11,40 22,99 12,64 13,6 26,0
32,47 9,50 23,63 12,01 13,0 27,2
6,33 52,21 24,06 11,40 11,39 30,03
8,45 45,80 24,53 10,65 9,3 33,1
25,71 9,57 7,88 37,21
6,7 39,6

5,7 44,5
4,1 54,4

 As incertezas padrao (u) sdo u(m) = 0,1 %, u(T) = 0,5 °C e u(P) = 10 kPa.
Fonte: A Autora (2018)
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APENDICE B

TABELA Bl - MEDIDAS DE PH DOS DIFERENTES SDFA

Sistema LA  pHipo PpHfundo Sistema LA pHipo pHundo
Capitulo 4
1 10,4 10,6 1 10,5 10,6
2 10,5 10,7 2 10,3 10,5
[N111(20H)]C1 +K2HPO4+ 3 10,6 10,7 [N111(20H)]C11 Frutose 3 10,4 10,5
H>O 4 10,8 10,8 +K>HPO4+ H,O 4 10,4 10,6
5 10,8 10,8 5 10,3 10,6
6 10,9 11,0 6 10,5 10,6
1 10,4 10,5 1 10,6 10,6
2 10,3 10,4 N 1CI: 2 10,4 10,5
[Ni11com]Cl: Glucose 3103 105 Sacam‘s‘;@fl? HPOL+ 3 10,6 10,6
+K,HPO4+ H20 4 104 10,5 wo 4 10,5 10,7
5 10,5 10,5 : 5 10,6 10,7
6 10,5 10,6 6 10,6 10,8
Capitulo 5 Capitulo 6
1 7,10 7,82 [N111¢20m)]Cl 0 10,3 10,4
[N111(20HE]2¢11:)Glucose 3 680 694 0.33 103 10.5
5 6,88 7,03 [Ni11¢om]Cl:etanol 0,50 10,1 10,3
1 6,88 7,51 0,67 10,2 10,4
[N““ZOHE]Z(?II:)GI“CO“ 3 714 661 Etanol 1 99 10,0
5 7,0 692 N e | 050 9.1 10,1
:propan
1743 703 |0 MCOMEEPIOPEOT h 6 90 100
[Ni112om]Cl: Glucose 3 6.70 6.88 Propanol ) 98 9.9
(2:D)
5 6,67 6,82 [N111¢20om)]Cl 0 10,5 10,6
0,33 10,6 10,5
Nieow]CLL2- 556 105 10,6
propanodiol ’
0,67 10,5 10,5
1,2-propanodiol 1 10,6 10,6
[N111(20H)]C1: etileno 033 10,5 10,5
glicol
0,50 10,5 10,6

* A Incerteza Padrao (u) sao u(pH) = 0,01
Fonte: A Autora (2018)
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APENDICE C

FIGURA C1 - EXEMPLO DE GRAFICO DE TGA PARA A QUANTIFICACAO DA COMPOSICAO
DAS FASES DO SDFA: [Ni11¢0om]Cl: GLUCOSE + K,HPO4 + H>O, (-) Perda de massa (% m/m) e (---)
DTA (% / minuto),

100

N H,0O Topo H,0 Fundo [
90 r\//r._-_’_/-__ \\l ,!,~ _____________________ \%ﬁ\.\ e JE -0

80 .
Glucose '\.\I,-' \ [Ni1120mICl |
70 : Glucose -

60
50
40
30
20
10

[IN1110m]Cl

Massa (% m/m)

I T R T | [ T R B | 5

120 240 360 480 600 120 240 360 480 600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fonte: A Autora (2018)

FIGURA C2 — COMPARACAO ENTRE A CONCENTRACAO REAL DA AMOSTRA (M) E OS
VALORES OBTIDOS POR TGA (O) COM DESVIO PADRAO
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Fonte: A Autora (2018)
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TABELA DI — RAZAO MOLAR ENTRE RECEPTOR (RH) E DOADOR DE HIDROGENIO (DH)
NAS FASES DOS SISTEMAS: [Ni112om]CL + GLUCOSE/ FRUTOSE/SACAROSE + K;HPO4 + HO

Razdo Molar ~ Composicao Global RH: DH

RH: DH (% m/m) Razao molar CLA
DES DES KoHPO4  Fase rica em [Ni120m]Cl Fase rica em K,HPO4

[Ni112om]Cl + Glucose + K,HPO4 + HoO
28,6 28,6 6,9 1,2 37,2
29,3 29,3 9,0 0,9 43,6
251 29,9 30,0 9,7 0,5 52,3
a 30,5 30,6 10,6 0,6 55,6
31,2 31,2 11,0 0,6 57,2
31,7 31,7 12,2 0,6 60,2

[Ni112om]Cl + Frutose + KoHPO4 + H,0
28,6 28,5 5,4 1,6 26,9
29,3 29,2 6,8 1,1 38,5
251 29,9 29,9 8,8 0,9 44,9
a 30,5 30,6 9,6 0,7 51,8
31,2 31,2 10,5 0,6 55,5
31,7 31,8 12,0 0,4 58,5

[Ni1120om]Cl + Sacarose + KoHPO4 + H,O
28,6 28,6 11,7 2,4 31,1
29,3 29,2 17,3 1,7 44,1
501 29,9 30,0 18,5 1,4 49.8
’ 30,5 30,6 21,5 1,1 55,0
31,2 31,2 22,8 1,1 58,3
31,8 31,7 25,8 0,9 59.4

Fonte: A Autora (2018)
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TABELA D2 — RAZAO MOLAR ENTRE RECEPTOR (RH) E DOADOR DE HIDROGENIO (DH)
NAS FASES DOS SISTEMAS: [N1112om]Cl + GLUCOSE/ UREIA + PPG 400 + H,O

Razdo Composi¢ido Global DH: RH
Molar (% m/m) Razao molar CLA
RH: DH DES PPG 400  Fasericaem PPG  Fase rica em [N 1100m]Cl
[N11120om]Cl + Glucose + PPG 400 + H,O

2:1 1,04 +0,10 139+0,14 62,2
: 14,0 33,0 0,51+ 0,08 0,89+ 0,17 53,7
122 0,25+ 0,08 0,39+ 0,08 56,6
2:1 0,68+ 0,08 1,63£0,12 63,5
1:1 15,0 35,0 0,67+0,12 0,79+0,11 63,3
1:2 0,45+0,12 0,34+ 0,07 60,0
2:1 0,97+0,23 1,63 £0,08 71,0

: 17,5 37,0 0,64 + 0,08 0,89 + 0,06 73,0
1:2 0,32+ 0,09 0,45+0,13 74,1
2:1 0,91+0,15 1,81 £0,12 81,7
1:1 20,0 40,0 1,01 £0,27 0,89 + 0,09 79,8
1:2 0,39+0,13 0,52+0,10 81,7
2:1 1,31 +£0,18 1,64+ 0,15 91,3
1:1 22,5 45,0 0,85+0,11 0,90 + 0,08 88,3
1:2 0,32+0,14 0,47 +0,06 85,3

[Ni112om]Cl +Ureia + PPG 400 + H,O

2:1 0,42 £0,01 2,38 +0,09 74,8

: 17,5 37,0 0,27 +0,02 0,93+0,11 66,4
1:2 0,21 £0,03 0,61 +0,15 60,3
2:1 0,37 £ 0,03 2,51 +£0,09 88,8
1:1 20,0 40,0 0,19+0,03 1,06 £0,36 76,0
122 0,17 £ 0,00 0,86 + 0,00 71,2
2:1 0,26 + 0,00 2,05+0,05 90,9
1:1 22,5 45,0 0,43 + 0,02 124+0,01 84,4
1:2 0,08+ 0,01 0,68+ 0,20 77,7

Fonte: A Autora (2018)

TABELA D3 — RAZAO MOLAR ENTRE RECEPTOR (RH) E DOADOR DE HIDROGENIO (DH)
NAS FASES DOS SISTEMAS: [N4444]C1 + ETANOL/n-PROPANOL + C¢HsK307 + H2O

Razao Composi¢do Global DH: RH
Molar (% m/m) Razdo molar CLA
RH: DH CeHsK507 DES Fase rica em DES Fase rica em C¢HsK30;
[N4444]C1 + Etanol + C¢HsK507 + H,O
pHY
2:1 2,03+0,18 2,03+0,28
1:1 25 30 0,93 + 0,02 1,02+ 0,50
1:2 0,51 +0,02 0,44 +£ 0,20
pHS
2:1 2,27+0,20 0,29+ 0,30
1:1 25 30 1,88+ 0,12 0,13 +0,00
122 1,05+0,01 0,01 +0,10
[N4444]Cl + n-Propanol + C¢HsK507 + H,O
pHO
2:1 2.04+ 023 1,72+0,33
1:1 25 30 1,20+ 0,22 0,41+ 0,02
1:2 0,55+ 0,20 0,24 + 0,04
pHS
2:1 2,81 +0,40 0,22+ 0,03
1:1 25 30 2,95+ 0,05 0,07 +0,36

1:2 0,79 + 0,30 0,08 + 0,05
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APENDICE E

TABELA E1 — COEFICIENTE DE PARTICAO (K4q) E EFICIENCIA DA EXTRACAO (EExg %) DE
ACIDO GALICO (AG) E RESPECTIVOS DESVIOS PADRAO (o)

TL Concentracdo inicial de K +o Eficiéncia da Extragdo + o
AG (gL ([AG]iopo/[ AG]fundo) (EE topo %)
[Ni1120m]Cl + KoHPO4 + HoO
1 0.25 6,5+0,1 91,7+0,1
6 ’ 34,8 £ 0,4 98,1 £0,1
1 0.50 42+0,1 89,5+ 0,1
6 ’ 16,6 £0,6 95,8+0,2
1 0.75 10,9+£0,7 89,1 +0,1
6 ’ 4,7+0,1 93,9+0,4
[N11100m)]Cl: glucose (2:1, razdo massica) + KoHPO4+ H,O
1 0.25 1,7+0,1 52,1+£2,6
6 ’ 9,6 £ 0,7 86,0 + 1,1
1 0.50 2,3+0,6 55,604
6 ’ 6,3+0,7 80,8 £1,8
1 0.75 2,8+0,1 62,3+0,1
6 ’ 4,3+0,8 73,5+ 3,1
[Ni11com]Cl: frutose (2:1, razdo massica) + K;HPO4+ H,O
1 0.5 2,0+0,1 55,7+1,1
6 ’ 49+0,5 76,4+ 1,6
1 1,8 +0,1 51,2+0,3
6 0,50 52+0,5 76,7 1,7
1 0.75 1,8+0,7 49.8+0,0
6 ’ 3,5+0,5 69,1 £2,5
[Ni11om]Cl: sacarose (2:1, razdo massica) + K;HPO4+ H,O
1 025 2.8+04 66,2 +29
6 ’ 12,9+1,3 89,3+0,9
1 0.50 2,9+0,1 67,2+0,1
6 ’ 11,2+0,5 87,9+ 0,5
1 0.75 2,6£0,2 64,1+£1,9
6 ’ 5,5+0,9 78,6 £ 0,6
TL C‘”g’:f;gig’;;;“al K ([AGuopo/[AG Jndo) Ko ([DH Juopo/[DH]ndo)
[N11100m)]Cl: glucose (2:1, razdo massica) + KoHPO4+ H,O
1 2,3+0,7 0,6 £0,0
2 2,4+0,3 0,5+0,0
3 3,1+0,1 0,4+0,0
4 0,50 3,7£0,0 0,4+0,0
5 3,8+0,0 0,4+0,1
6 6,3+0,6 0,4+0,1
[Ni11com]Cl: frutose (2:1, razdo massica) + K;HPO4+ H,O
1 1,8 +0,1 0,7+0,0
2 1,9+0,0 0,6 £0,0
3 2,7+0,1 0,5+0,0
4 0,50 32400 0,5+0,0
5 34+0,1 0,5+0,0
6 52405 0,4+0,0
[Ni110om]Cl: sacarose (2:1, razdo massica) + K:HPO4+ H,O
1 2.9+0,1 0,7+0,0
2 3,0+0,0 0,5+0,0
3 3,0+0,1 0,5+0,0
4 0,50 5,0£0,1 0,4+0,0
5 7,1 +£0,0 0,4+0,0
6 11,2+0,5 0,4+0,0

Fonte: A Autora (2018)
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TABELA E2- COEFICIENTE DE PARTICAO (K) E EFICIENCIA DA EXTRACAO (EE %) DE
DIFERENTES BIOMOLECULAS NO SISTEMA [N1120m]Cl + GLUCOSE + PPG 400 + H,0O E
RESPECTIVOS DESVIOS PADRAO (o)

RH:DH  COmPposicao Kt o EE %+ o K+ o EE %o
~ global . . . .
Razao (% m/m) Fase rica em Fase rica em Fase rica em Fase rica em
molar DES PPG 400 [Ni11om]Cl [Ni11com]Cl [Ni11¢om]Cl [Ni11com)]Cl
L-Fenilalanina L-Triptofano
14,0 33,0 1,41 £ 0,04 84,86 +0,37 1,67£0,16 86,83 £ 1,18
2:1 17,5 37,0 1,52+ 0,03 76,44 £ 0,37 3,12+0,26 86,94 £ 0,95
22,5 45,0 1,51 +0,08 64,08 £ 1,16 3,60+ 0,01 81,00 £ 0,06
14,0 33,0 1,27 £ 0,05 86,69 + 0,48 1,89 £0,17 90,59 £ 0,75
1:1 17,5 37,0 1,48 £ 0,03 73,05 +0,38 2,45+£0,19 81,75+ 1,18
22,5 45,0 1,62 +0,04 65,02 +0,57 2,90 + 0,30 76,79 £2,12
14,0 33,0 1,33+ 0,05 86,58 + 0,42 1,67+0,11 88,96 + 0,65
1:2 17,5 37,0 1,45+ 0,03 73,27 £0,36 2,32+0,03 81,40+ 0,18
22,5 45,0 1,42 +0,02 61,65+0,37 2,06+ 0,13 70,05 £ 1,28
L-Tirosina Acido Galico
14,0 33,0 0,93 + 0,08 78,57 £1,48 0,50 + 0,00 66,26 = 0,15
2:1 17,5 37,0 1,36+ 0,03 74,47 £ 0,47 0,44 + 0,00 48,25+ 0,22
22,5 45,0 1,11 +0,02 56,80 £ 0,36 0,70+ 0,15 45,05+ 5,19
14,0 33,0 0,99 + 0,02 83,55+0,27 0,53+ 0,07 72,88 £2.46
1:1 17,5 37,0 1,25+0,07 69,61 £ 1,12 0,39+0,01 41,86 + 0,74
22,5 45,0 1,33+ 0,05 60,36 £ 0,88 0,52+ 0,08 37,05 £ 3,53
14,0 33,0 0,89 + 0,02 81,21 +£0,31 0,48 + 0,06 69,79 £2.45
1:2 17,5 37,0 1,17 +0,02 68,78 + 0,44 0,34+ 0,02 39,22+ 1,23
22,5 45,0 1,04 £ 0,05 54,11 £1,12 0,50 + 0,04 35,70 £ 4,33
Acido Vanilico Cafeina
14,0 33,0 0,27 + 0,04 51,62 +3,51 0,82 +0,01 76,49 £0,21
2:1 17,5 37,0 0,20+ 0,01 30,46 = 1,51 0,61 +£0,01 56,66 = 0,22
22,5 45,0 0,27 £ 0,05 24,34 +£ 323 0,49 £0,07 36,69 £ 3,16
14,0 33,0 0,23+0,01 54,54 £ 1,21 0,83 £ 0,06 80,87 £ 1,17
1:1 17,5 37,0 0,20 + 0,02 27,20 + 1,64 0,70 + 0,02 56,19 £ 0,56
22,5 45,0 0,25+ 0,03 22,08+ 1,95 0,59 £ 0,08 40,10+ 3,10
14,0 33,0 0,26 + 0,02 55,35+2.31 0,82+ 0,07 79,77 £1,32
1:2 17,5 37,0 0,18+ 0,01 25,50 +£ 0,97 0,75+ 0,03 58,65+ 1,05
22,5 45,0 0,29 + 0,00 24,74 £ 0,24 0,60+ 0,01 40,57 £ 0,34
Nicotina
14,0 33,0 0,44 £ 0,03 63,28 £1,71
2:1 17,5 37,0 0,39+ 0,00 45,48 £0,07
22,5 45,0 0,52+ 0,09 38,08 £4,13
14,0 33,0 0,45+ 0,02 69,95 £ 0,90
1:1 17,5 37,0 0,50+ 0,01 47,80 £ 0,41
22,5 45,0 0,56+ 0,01 39,39+ 0,30
14,0 33,0 0,48 + 0,04 69,64 + 1,80
1:2 17,5 37,0 0,58 + 0,01 52,42 £0,54
22,5 45,0 0,64 +0,01 42,17 £0,31
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TABELA E3 — COEFICIENTE DE PARTICAO (K) E EFICIENCIA DA EXTRACAO (EE %) DE
DIFERENTES BIOMOLECULAS NO SISTEMA [N 11¢20m]Cl + OH + KoHPO, + H,O E
RESPECTIVOS DESVIOS PADRAO (o)

Fracao molar

Fracao molar

o o
OH K EE % OH K EE %
L-Fenilalanina L-Triptofano
Etanol Etanol
0,00 234+1,2 95,6 £ 0,2 0,00 1583+ 1,1 99,3+ 0,0
0,33 18,8+ 1,6 94,3+0,5 0,33 114,0 + 8,7 99,0 + 0,1
0,50 17,4 +0,1 92,24+0,6 0,50 107,4 £6,2 97,8 +0,1
0,67 17,5+ 1,0 92,7+0,1 0,67 109,0 + 0,4 95,8+ 0,0
1,00 20,0+2.0 79,5+0,5 1,00 107,6 £9.9 81,3+0,3
n-Propanol n-Propanol
0,50 4,7+0,1 16,34+ 0,3 0,50 1,4+0,1 5,4+04
0,67 44402 299+1,0 0,67 1,4+0,0 12,0+0,0
1,00 6,1 £0,6 68,1+22 1,00 6,9+0,3 70,8 1,0
1,2-Propanodiol 1,2-Propanodiol
0,00 19,0+0,1 91,0+ 0,0 0,00 180,5+2,2 99,0+ 0,0
0,33 182+ 1,2 89,9+ 0,6 0,33 1699+ 7.4 98,8 +0,1
0,50 21,8 +0,6 91,1 +£0,2 0,50 160,2 +5,2 98,7+ 0,0
0,67 22,5+04 91,6 0,1 0,67 152,5+0,2 98,7+ 0,0
1,00 17,7+ 1,0 90,4+ 0,5 1,00 30,2+ 8,6 94,0+ 1,6
Etileno glicol Etileno glicol
0,00 19,0 + 0,1 91,0+ 0,0 0,00 180,5+2,2 99,0+ 0,0
0,33 16,8 +0,6 88,7+ 0,3 0,33 126,5+5,6 98,3+ 0,1
0,50 15,4+0,3 86,5+ 0,3 0,50 71,2+ 1.3 96,7 +0,1
0,67 4,9+0,0 50,0+0,2 0,67 5,4+0,6 52,0+2,6
L-Tirosina Glicina
Etanol Etanol
0,00 6,4+0,1 85,5+0,1 0,00 0,2+0,0 14,5+0,1
0,33 74+0,1 86,7+0,1 0,33 0,1+0,0 13,3+0,1
0,50 5,0+£0,2 79,0+ 13 0,50 0,1+0,0 21,0+ 1,3
0,67 5,7+0,4 82,0+0,9 0,67 0,1 +0,0 18,0+0,9
1,00 5,7+0,2 75,0+0,3 1,00 0,1 +0,0 25,0+0,3
n-Propanol n-Propanol
0,50 0,5+0,1 22+0,1 0,50 0,3+0,0 1,2+0,0
0,67 0,7+0,1 6,1 £0,3 0,67 0,2+0,0 23+0,1
1,00 1,4+0,0 33,5+0,1 1,00 0,2+0,0 7,1+0,4
1,2-propanodiol 1,2-propanodiol
0,00 6,4 £0,1 77,1+0,3 0,00 0,1 £0,0 53+0,6
0,33 6,3+0,2 75,7+ 0,6 0,33 0,1 +0,0 42+0,6
0,50 52+0,3 70,7+ 1,3 0,50 0,2+0,0 7,8+0,6
0,67 6,9+0,4 76,8 £ 1,1 0,67 0,2+0,0 7,1+0,1
1,0 42+0,1 69,1 +04 1,00 0,4+0,0 16,0+ 12
Etileno glicol Etileno glicol
0,00 6,4 +0,1 77,1 £0,3 0,00 0,1 £0,0 5,3+0,6
0,33 5,5+0,1 72,2+04 0,33 0,2+0,0 39+5,1
0,50 6,1 £0,5 71,7+ 1,6 0,50 0,2+0,0 39+49
0,67 32+0,0 39,7+ 0,1 0,67 0,4+0,1 6,9+0,9
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Fracao

Fragdo

molar OH K EE% molar OH K EE%
Acido Vanilico Acido Galico
Etanol Etanol
0,00 107,3+4,0 99,0 +£ 0,0 0,00 14,0+ 0,3 92,8 +0,1
0,33 105,9+3,6 98,9+ 0,0 0,33 10,6 0.4 80,0+1,1
0,50 38,6 £ 1,3 97,3+0,2 0,50 10,7+ 0,4 64,9+0,3
0,67 432+3,9 96,1 £0,0 0,67 7.9+0,5 65,7+ 1,3
1,00 37,3+0,5 73,9+23 1,00 0,2+0,0 8,3+0,2
n-Propanol n-Propanol
0,50 05+0.1 2.1+03 0,50 0,1 %0,0 0,4+0,0
0,67 0,6 0,0 5,8+0,2 0,67 0,1 +0,0 0,9+0,1
1,00 3,2+0,3 52,5+£2,1 1,00 0,1 +0,0 3,8+0,4
1,2-propanodiol 1,2-propanodiol
0,00 779 +2.8 97,6 £ 0,1 0,00 32,8422 94,5+ 0,3
0,33 76,3+ 3,9 97,4+ 0,1 0,33 29,0 £2,1 93,4+04
0,50 73,0 £ 6,1 97,1£0,2 0,50 32,0+ 1,1 93,7+0,2
0,67 56,0 £2,7 96,4+ 0,2 0,67 23,1£3,0 91,7+ 1,0
1,00 18,1 +2,6 90,5+ 1,3 1,00 13,2+0,2 87,6 £0,1
Etileno glicol Etileno glicol
0,00 77,9+2.8 97,6 £ 0,1 0,0 32,8 +22 94,5+ 0,3
0,33 66,4+34 96,9+ 0,1 0,33 28,7+22 93,1+0,5
0,50 52,3+1,1 95,6 +0,1 0,50 10,7+1,2 81,5+ 1,7
0,67 36,8 3,1 88,2+0,9 0,67 34+0,5 59,4+3.,6
Cafeina Nicotina
Etanol Etanol
0,00 59,4+0,3 98,2+ 0,0 0,00 29,9+ 3,6 96,4+ 0,4
0,33 78,2+ 6,8 98,6 £ 0,1 0,33 74,3+3.,5 98,5+ 0,1
0,50 68,1 3,4 97,4+0,0 0,50 70,5+ 5,8 97,6 0,0
0,67 55,6 £0,6 97,4+ 0,1 0,67 66,5+ 4,7 98,2+ 0,0
1,00 68,5+2.1 91,7+0,0 1,00 72,6 £4.4 93,7+ 04
n-Propanol n-Propanol
0,50 9,8+0,9 289+19 0,50 84,6+59 77,8+ 1,2
0,67 9,0+1,2 463+34 0,67 115,5+8,7 91,8+ 0,6
1,00 68,4+ 0,6 96,0 + 0,0 1,00 54,2+40 95,0+ 0.4
1,2-propanodiol 1,2-propanodiol
0,00 129,6 + 1,1 98,6 £ 0,0 0,00 82,8+04 97,8+ 0,0
0,33 1182+7,8 98,3+0,1 0,33 72,8 +0,5 97,3+0,0
0,50 1122+43 98,1+0,1 0,50 88,7+ 1,3 97,6 £ 0,0
0,67 119,7+2,0 98,3+ 0,0 0,67 99,9 +2,7 98,0+ 0,1
1,00 99,5 + 6,7 98,2+ 0,1 1,00 72,7+5.1 97,5+0,2
Etileno glicol Etileno glicol
0,00 129,6 = 1,1 98,6 + 0,0 0,00 82,8+04 97,8+ 0,0
0,33 107,5+9,1 97,9+ 0,0 0,33 78,9+ 4,0 97,4+0,1
0,50 88,1+54 97,4+0,1 0,50 79,5+ 3,5 97,1 £0,1
0,67 - 0,67 27,5+0,3 84,8+0,1

2ocorreu a precipitacdo da cafeina.



154

TABELA E4 — COEFICIENTE DE PARTICAO (K) E EFICIENCIA DA EXTRACAO (EE %) DE
DIFERENTES BIOMOLECULAS NO SISTEMA [N4444]Cl + OH + K3C6Hs07 + H>O E RESPECTIVOS

DESVIOS PADRAO (o)
Fracdo molar de K EE% K EE %
OH
Acido Galico

Etanol pH9 pHS
0,0 20,2+ 0,8 93,7+0,2 20,5+2,1 97,2+04
0,33 21,7+ 1,1 93,61 +0,3 192+ 1,2 97,3+0,2
0,50 23,4+30 94,0+ 0,8 19,6 £0,3 97,5+0,1
0,67 222+19 92,9+0,6 16,1+ 1,1 96,9 +0,2
1,0 0,7+0,1 28,524 1,0 £0,3 70,1+ 1,0

n-Propanol pH9 pHS
0,0 20,2+0,8 93,7+ 0,2 20,5+2,1 96,7+ 0,6
0,33 254+1,9 94,5+ 0,6 23,7 £0,2 96,4+ 0,1
0,50 26,4+1,0 94,7+0,2 20,1+ 1,5 94,8 £ 0,4
0,67 20,9+2,0 92,5+1,0 13,9+£0,2 91,7+0,1
1,0 1,4+£0,1 44,6 £1,0 1,2+0,2 33,120

Cafeina

Etanol pH9 pHS5
0,0 21,1+£0,3 93,9+0,1 11,6 £0,2 93,3+0,1
0,33 20,4+0,2 93,3+0,1 12,9+0,0 93,4+0,1
0,50 258+0,3 94,5+0,1 10,9 +0,1 91,7+0,1
0,67 27,0+£0,6 94,1 £0,1 10,7+ 0,0 91,4+0,2
1,0 16,8 0,9 90,7+ 0.4 8,1+0,0 87,6 0,1

n-Propanol pH9 pH 5
0,0 21,1+0,3 93,9+0,1 11,6 £0,2 93,3+0,1
0,33 22,7+0,5 93,8 +0,1 11,1£0,2 92,3+0,1
0,50 16,7+0,2 91,0+0,1 13,1+04 92,2+0,2
0,67 20,0 £ 0,1 92,3+0,0 9,8+0,2 88,5+0,2
1,0 23,0+0,1 90,8 + 0,1 8,5+0,1 78,7+ 0,1

L-Triptofano

Etanol pH9 pHS5
0,0 203+ 1,6 94,0+ 0.4 50+02 89,3 +0,3
0,33 19,5+ 1,8 93,0+ 0,6 59+0,1 91,7+0,1
0,50 21,7+£1,5 93,6 +0,4 5,2+0,1 91,3+0,2
0,67 24,5+0,3 93,7+ 0,1 3,6 0,6 87,3+1,7
1,0 3,9+0,0 69,3 +0,1 1,1 £0,2 71,4+33

n-Propanol pH9 pHS
0,0 22,0+0,5 94,2 +0,1 2,5+0,1 75,0 +0,7
0,33 14,5+2,0 90,7+ 1,2 52+0,8 85,5+ 1,9
0,50 15112 91,0+ 0,6 56+04 83,5+ 1,0
0,67 11,2+0,7 86,9+0,8 39+0,3 75,5+ 1,2
1,0 2,9+0,0 62,8 +0,1 1,6 £0,9 493+0,2




