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RESUMO

Os Solventes Eutéticos Naturais Profundos (NADES) séo solventes formados por
componentes naturais encontrados em plantas e células vivas. Nos sistemas
biolégicos possuem as fungdes de protecdo e armazenamento dos metabdlitos
primarios. Sendo que em alguns organismos também tem o importante papel de
protetores de células em condi¢gdes extremas, como falta de agua ou baixas
temperaturas. Os NADES tém recebido atencao consideravel da industria bioquimica
e alimentar, devido a sua baixa toxicidade e baixo custo, capacidade de solubilizacédo
e baixa volatilidade em temperatura ambiente. Devido suas caracteristicas relevantes
as propriedades fisico-quimicas dos NADES foram estudadas para diferentes
condi¢des de temperatura, teor de agua e diferentes acidos organicos (acido citrico e
acido lactico). Propriedades reoldgicas e densidade foram afetadas inversamente pelo
conteudo de agua e pela temperatura em todos os NADES estudados, aumentando o
teor de agua ou a temperatura, enquanto a viscosidade e a densidade diminuiam. Os
dados experimentais obtidos a 293 K e 333K, para os NADES a base de acido citrico
e sacarose foram ajustados ao modelo reolégico de Ostwald-de-Waele, ao passo que
os demais NADES foram testados nas condicoes de temperaturas de 293 K, 323 K e
353 K. Apresentando comportamento reoldgico distinto com o aumento da
temperatura para duas amostras (NADES30%, € CCaW 1:1:1)). O ajuste do modelo de
Arrhenius no estudo do efeito da temperatura na viscosidade aparente, mostrou
adequado ajuste para todos os NADES. A temperatura de decomposi¢cédo dos NADES
ficou entre 300 a 393 K aproximadamente. As analises de DSC, para a caracterizacao
térmica, confirmaram a estabilidade térmica das amostras, devido a presenca de
eventos de transi¢ao vitrea inferiores a 220 K. A partir dos resultados obtidos, os
NADES propostos aparecem como potenciais solventes verde a serem utilizados em
processos industriais como extracéo, separacao, tecnologia bioquimica, farmacéutica
e em inumeras outras areas.

Palavras-chave: densidade, modelo reoldgico, andlise termogravimétrica (TGA),
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), solvente verde.



ABSTRACT

Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) are solvents made up of natural components
found in plants and living cells. In biological systems they have the functions of
protection and storage of the primary metabolites. Being that in some organisms also
has the important role of protectors of cells in extreme conditions, like lack of water or
low temperatures. NADES have received considerable attention from the biochemical
and food industry due to their low toxicity and low cost, solubility capacity and low
volatility at room temperature. Due to their relevant characteristics the physicochemical
properties of NADES were studied for different temperature, water content and
different organic acids (citric acid and lactic acid). Rheological properties and density
were inversely affected by water content and temperature in all NADES studied,
increasing water content or temperature, while viscosity and density decreased. The
experimental data obtained at 293 K and 333 K for NADES based on citric acid and
sucrose were adjusted to the Ostwald-de-Waele rheological model, while the other
NADES were tested under the temperature conditions of 293 K, 323 K and 353 K. By
presenting different rheological behavior with increasing temperature for two samples
(NADES30%, and CCaW (1:1:1)). The adjustment of the Arrhenius model in the study of
the effect of temperature on apparent viscosity, showed adequate adjustment for all
NADES. The decomposition temperature of the NADES was between about 300 K and
393 K. The DSC analysis for the thermal characterization confirmed the thermal
stability of the samples due to the presence of glass transition events below 220 K.
From the results obtained, the proposed NADES appear as potential green solvents to
be used in industrial processes such as extraction, separation, biochemical
technology, pharmaceutical and in numerous other areas.

Keywords: density, rheological model, thermogravimetric analysis (TGA), differential
scanning calorimetry (DSC), green solvent.



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - COMPONENTES DOS NADES, ESTRUTURA, MASSA MOLAR, PONTO

DE FUSAO E CARACTERISTICAS VISUAIS. .....ovvevereeeeeeeeeeeeeeeenenn. 28
TABELA 2 - FORMULAGCOES DOS NADES A BASE DE ACIDO CITRICO (HBD) E
SACAROSE (HBA). ... v eeee s eeeeeee s seeee e es e es e 39

TABELA 3 - MODELO DE OSTWALD-DE-WAELE CALCULADO PARA NADES A
BASE DE ACIDO CITRICO E SACAROSE COM DIFERENTES TEORES
DE AGUA (16-30%) EM TEMPERATURA DE 293 E 333 K................. 45
TABELA 4 - MODELO DE ARRHENIUS CALCULADO PARA OS NADES A BASE DE
ACIDO CITRICO E SACAROSE. ......ovieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 46
TABELA 5 — VALORES DOS DADOS DE DENSIDADE PARA OS NADES A BASE
DE ACIDO CITRICO E SACAROSE. ......ovoeieeeeeeeeeeee e 47
TABELA 6 - CONSTANTES EMPIRICAS ESTIMADAS PELA DEPENDENCIA
LINEAR PARA OS DADOS DE DENSIDADES (P, G ML-1) DOS NADES.

TABELA 7 - CONTEUDO DE AGUA E VALORES DA TEMPERATURA DE
TRANSICAO VITREA (TG), MEDIDOS POR DSC PARA OS NADES A

BASE DE ACIDO CITRICO E SACAROSE..........ccooveveeeeeeeeeeeeennae, 49
TABELA 8 - COMPOSICAO DOS NADES A BASE DE ACIDO LACTICO, GLUCOSE,
CLORETO DE COLINA E ACIDO CITRICO. ...c.covvveeieceeeeeeeee, 57

TABELA 9 - MODELO DE OSTWALD-DE-WAELE CALCULADO PARA NADES A
BASE DE ACIDO LACTICO, GLUCOSE, CLORETO DE COLINA E
ACIDO CITRICO, A 293 K, 323 K E 353 K...o.voovieieeeeeeeeeeeeeeeeeee, 66
TABELA 10 - MODELO DE ARRHENIUS CALCULADO PARA NADES A BASE DE
ACIDO LACTICO, GLUCOSE, CLORETO COLINA E ACIDO CITRICO.

TABELA 11 — DADOS DE DENSIDADE DOS NADES A BASE DE ACIDO LACTICO,
GLUCOSE, CLORETO DE COLINA E ACIDO CITRICO...................... 70



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - NADES FORMADO A BASE DA ACIDO CiTRICO E SACAROSE PELO

METODO DE EVAPORAGAO (NADES:116%). vevvereereervereeereseerreennnne. 21
FIGURA 2 - DIAGRAMA MOSTRANDO UMA MISTURA EUTETICA, OS PONTOS DE
TEMPERATURA E MUDANGA DE FASE........vevereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseenns 29

FIGURA 3 - CURVAS DO PERFIL DE VISCOSIDADE PARA OS NADES A BASE DE
ACIDO CITRICO E SACAROSE COM DIFERENTES TEORES DE AGUA
(C.A.) (16-30%) EM FUNCAO DA TEMPERATURA. ....ovv oo, 42
FIGURA 4 - CURVAS DE FLUXO PARA OS NADES A BASE DE ACIDO CITRICO E
SACAROSE COM DIFERENTES TEORES DE AGUA (16-30%) COM
AJUSTE DO MODELO DE OSTWALD-DE-WAELE (LINHA
TRACEJADA): (A) TEMPERATURA DE 293K E (B) TEMPERATURA DE

I I | TP PEPPPPRTPPPN 44
FIGURA 5 - TERMOGRAMAS (DSC) DOS NADES A BASE DE ACIDO CIiTRICO E
SACAROSE, EM FUNCAO DO TEOR DE AGUA (16-30%)................. 49

FIGURA 6 - TERMOGRAMAS (TGA) E RESPECTIVAS DERIVADAS (DTG) DOS
NADES A BASE DE ACIDO CITRICO E SACAROSE, EM FUNCAO DO

TEOR DE AGUA (16-30%).......eiueeeeeee oot 51
FIGURA 7 - CURVAS DO PERFIL DE VISCOSIDADE PARA NADES: LAG(5:1) -
ACIDO LACTICO/GLUCOSE (5:1); LAGW(5:1:3) - ACIDO

LACTICO/GLUCOSE/AGUA (5:1:3); CLA(1:1) - CLORETO DE
COLINA/ACIDO LATICO (1:1) E CCAW(1:1:1) - CLORETO DE
COLINA/ACIDO  CITRICO/AGUA  (1:1:1), EM FUNCAO DA
TEMPERATURA. ...ttt e, 62
FIGURA 8 - CURVAS DE FLUXO PARA NADES LAGW(5:1:3), LAG(5:1), CLA(1:1) E
CCAW(1:1:1) COM AJUSTE DO MODELO DE OSTWALD-DE-WAELE:
(A) TEMPERATURA DE 293 K, (B) TEMPERATURA DE 323K E (C)
TEMPERATURA DE 353 K. ...t e, 64
FIGURA 9 - TERMOGRAMAS (DSC) DOS NADES: LAGW(5:1:3) - ACIDO
LATICO/GLUCOSE/AGUA (5:1:3), LAG(5:1) - ACIDO



LATICO/GLUCOSE (5:1) E CCAW(1:1:1) — CLORETO DE
COLINA/ACIDO CITRICO/AGUA (1:1:1). oo, 72
FIGURA 10 - TERMOGRAMAS (TGA) E SUAS RESPECTIVAS DERIVADAS (DTG)
DOS NADES: LAG(5:1) - ACIDO LATICO/GLUCOSE (5:1) E
LAGW(5:1:3) - ACIDO LATICO/GLUCOSE/AGUA (5:1:3). ......cueuvee..... 73
FIGURA 11 - TERMOGRAMAS (TGA) E SUAS RESPECTIVAS DERIVADAS (DTG)
DOS NADES CLA(1:1) - CLORETO DE COLINA/ACIDO LATICO (1:1); E
CCAW(1:1:1) - CLORETO DE COLINA/ACIDO CIiTRICO/AGUA (1:1:1).



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL .......ooueeeeirerneirceaestsseesesessessessssessessssssssssssssssnnns 15
OBUET IV O ... ceieiiiiiiticrireassmsresssassmsrenssassasssassnssenssassnsssnssnssenssnssnnsenssnns 17
OBUETIVO GERAL......ccuiiiiiiiiieisiemssnssmssssssassnsssnssassesssassnssenssnssnssenssnns 17
OBJETIVOS ESPECIFICOS ... .o eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseessnesenesenessnenens 17
(03X = 1 1[0 1o T [P RN 18
REVISAO DA LITERATURA ... eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssseesssssseeessssasneeses 18
1 REVISAO DA LITERATURA ...ttt eeeeeeeeesessseeessssssneesssssanneesens 19
1.1 SOLVENTE EUTETICO NATURAL PROFUNDO (NADES) ...........cccee. 19
1.2 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS ...oeeeeeeeee e 22
1.2.7 VISCOSIAAUE. ..o et ettt 22
1.2.2 DENSIAAUG. ... ettt a e 23
1.2.3 ANALISES LBIINUCAS ...t 23
1.3 SISTEMAS DE NADES ..o 25
14 NADES COMO MISTURAS EUTETICAS .. ettt eeeeaaeaann 28
(03X = 1 1[0 1o 1 2 RS 31

SOLVENTES EUTETICOS NATURAIS PROFUNDOS (NADES) A BASE
DE ACIDO CIiTRICO E SACAROSE COMO TECNOLOGIA VERDE
POTENCIAL: ESTUDO ABRANGENTE DA INCLUSAO DA AGUA E SEU
EFEITO SOBRE PROPRIEDADES TERMICAS, FiSICAS E

REOLOGICAS. .....c.ooviiecniicrcnsissessssessssss s ssesssssssesss s ssesssssssssssssssssssanas 31
RESUMO....... oo r s s s s s s s e s nnmn s s s s e e e s e mmnnnas 32
2.1 INTRODUGAO ...ttt 33
2.2  MATERIALE METODOS ...t 35
O BV - (= - | 35
2.2.2 Preparagdo dos NADES ...............ooe oo 35
2.2.3 Analise ReOlOQiCa ............ccooueeeeeeeiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeee 36

2.2.4 DENSIAAUE. ... ettt 37



2.2.5 ANALISES TOIMMUCAS . ..o e ettt e aeaeeaenn 37

2.3 RESULTADOS EDISCUSSAO.......ccoeoiieeeeieeeeeeeee e 38
2.3.1 Analises ReOIOGICAS............ccoeuuuuueiaeeeeeeiieeieeee et 40
2.3.2 DensSidade.............oouuuuoiieeeeiieeeee e 46
2.3.3 ANAlISES TEIMICAS. ........ccceeeeeeeeeeeeee ettt 48
2.4 CONCLUSAO ..ot 52
CAPITULO 3.ttt se e e e s e s ssssssssnsnsnsnsnans 53

INFLUENCIA DA TEMPERATURA, TEOR DE AGUA E TIPO DE ACIDO
ORGANICO NA FORMAGAO DOS SOLVENTES EUTETICOS NATURAIS
PROFUNDOS (NADES) A BASE DE ACIDO LACTICO, GLUCOSE,

CLORETO DE COLINA E ACIDO CITRICO.........cceceururrrrrrrernrrrarasananannns 53
RESUMO ...t e eeaaaas 54
3.1 INTRODUGAO ... .ottt 55
3.2 MATERIALE METODOS ...t 56
3.2.1 IMATERIAL ...ceeeetttee ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e anaae e e e e e e e eeeannnnanns 56
3.2.2 ANALISES REOLOGICAS ....covvtiiiiieieeeeeeeeiiiiiea s e e e e e e eeeeaana e e e e eeaeeeennnns 57
3.2.3 TENSAO SUPERFICIAL ...cceeeveiuieieeeeeeeeeeeeetttnaaaeeeeseeeeassnnnaseeaeeesennnnnns 59
3.2.4 DENSIDADE .....cuuuuiieeeeeeeeeeeti e aa s e e e e e e e ee et e e e e e e e e eeaaaa e e e e e e e eeannnaaan 59
3.2.5 ANALISES TERMICAS......cciiiiiituuieeeeeeeeeeeattenaseeeeeeeeeeassnnaaeeeeeeeeennnnns 59
3.3 RESULTADOEDISCUSSAO .....ccciiiieeieeeee et 60
3.3.1 ANALISE REOLOGICA E TENSAO SUPERFICIAL ...ccceeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeeeenens 61
3.3.2 DENSIDADE .....cutuuiieeeeeeeeeeetiaae e e e e e e e e et e e e e e e e e eeaann e e e e e e eeennnnaann 68
3.3.3 ANALISES TERMICAS.....cciteiiituuieeeeeeeeeeeetiiaasaeeeeeeeeeensnnaeeeeeeeeennnnnns 71
3.4 CONCLUSAOD ..ot 75
CONSIDERAGOES FINAIS ........coeieicececeeessesse e ssssessessessesssssssseas 76
REFERENCIAS.......cooteeeictcesicaeens e sesss e ssessssessesssssssesssssssessssssssssssssnees 78

ANEXO 1 — TESTES DE ESTABILIDADE DE FORMAGAO PARA 0OS
NADES A BASE DE ACIDO CIiTRICO E SACAROSE E OBSERVAGOES



15

INTRODUGAO GERAL

O avango da tecnologia nas industrias traz a preocupagdo com a
sustentabilidade e preservacdo do meio ambiente. Muitas empresas adotam
inovacdes ambientais realizando mudancgas no processo produtivo a fim de reduzir
esses problemas, investindo na chamada tecnologia “Verde”.

Durante o processo produtivo, a utilizacdo de solventes que sdo toxicos e
prejudicam o meio ambiente dificulta o tratamento dos efluentes gerados. Com o
intuito de minimizar a toxicidade desses solventes, a comunidade cientifica busca
novas tecnologias em solventes verdes, que sejam biodegradaveis, biocompativeis e
ao mesmo tempo sustentaveis.

A partir de entao, diversas pesquisas foram realizadas a respeito dos Liquidos
I6nicos (ILs), que s&o sais fundidos, mas liquidos a temperatura ambiente. Porém, néo
apresentam a biodegradabilidade e sustentabilidade desejada para ser um solvente
verde. Dentro deste contexto, uma alternativa foi os Solventes Eutéticos Profundos
(DES), que possuem as mesmas caracteristicas dos ILs, mas sdo obtidos a partir de
compostos organicos, sendo de baixo custo, devido a facil obtengao.

Em estudos conduzidos com DES observaram que muitos dos sistemas
estudados apresentavam compostos de metabdlitos primarios, os quais participavam
das reagdes dos sistemas vivos. Possuiam as mesmas caracteristicas dos DES,
porém eram encontrados em abundancia nos sistemas bioldgicos e na natureza,
foram entdo denominados Solventes Eutéticos Naturais Profundos (NADES).

Os NADES sao constituidos por componentes naturais encontrados em
plantas e células vivas, basicamente acidos organicos, aminoacido e agucares. Alguns
deles sao: cloreto de colina, acido citrico, acido lactico, glucose, sacarose, glicerol,
xilitol, maltose entre outros. Estdo presentes na biossintese de diversas plantas,
desempenhando papel de prote¢cdo em condi¢gdes extremas de falta de agua e baixas
temperaturas, além de auxiliar no armazenamento de metabdlitos primarios.

Esses solventes possuem alta capacidade de dissolucdo de compostos
polares e apolares, assim como de compostos pouco soluveis ou insoluveis em agua.
Outra caracteristica na aplicagdo dos NADES é a sua estabilidade térmica, a baixa
volatilidade e o baixo ponto de fusao.

Os NADES sao geralmente formados por dois componentes, doador de

ligagbes de hidrogénio e receptor de ligagdes de hidrogénio, os quais possuem
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separadamente ponto de fusdo mais alto do que quando estdo misturados. Esse
fendmeno da origem ao chamado ponto eutético do solvente.

Na literatura estudos sobre os Solventes Eutéticos Naturais Profundos vem
sendo abordados. No entanto, ndo foram encontrados trabalhos relativos aos NADES
e suas propriedades fisico-quimicas frente ao conteudo de agua, variagao da fragéo
massica dos compostos e a alteracdo do ligante como aceptor de ligagcbes de
hidrogénio (HBA). Portanto esse trabalho tem o intuito de desenvolver NADES a base
de acido citrico e sacarose com diferentes teores de agua e diferentes fragoes
massicas e Desenvolver NADES a base de &cido lactico, glucose, acido citrico e
cloreto de colina, posteriormente estudar as propriedades reoldgicas, propriedades
fisico-quimicas, como densidade e tensao superficial e o perfil térmico pelas analises

de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Analise Termogravimétrica (TGA).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo desenvolver Solventes Eutéticos Naturais
Profundos (NADES) e a partir deles avaliar a influéncia da agua, da composig¢ao de
cada mistura e da temperatura. Além disso foi de interesse, realizar a caracterizagao
desses NADES com base nas propriedades fisico-quimicas, como densidade e tensao

superficial, bem como por meio de propriedades reoldgicas e propriedades térmicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Propor componentes especificos (acido citrico, sacarose, acido lactico, cloreto de
colina e glicose) para a formagao dos Solventes Eutéticos Naturais Profundos, a partir
de estudos previamente realizados;

Desenvolver os Solventes Eutéticos Naturais Profundos a partir de dois métodos de
preparo: aquecimento e evaporacgao, e identificar o mais eficiente;

Determinar a influéncia da adigdo de agua nas formulagdes a partir das analises de
caracterizagao, como viscosidade, densidade e Calorimetria Exploratéria Diferencial
Avaliar se as diferentes propor¢cdes dos componentes dos NADES influem nas
caracteristicas fisico-quimica do solvente;

Realizar a caracterizacdo dos NADES, determinando suas propriedades fisico-
quimicas como densidade, tensao superficial, viscosidade, temperatura de
decomposicao e temperatura de transicao vitrea.

Avaliar as propriedades térmicas dos NADES: Transigao vitrea e estabilidade térmica.

A execucgao dos obijetivos especificos permitiu definir a propor¢ao da mistura,
bem como o limite de agua que pode ser adicionado. Além disso estabelecer a
temperatura de aplicagdo de cada um dos NADES, a fim de otimizar e melhorar a

qualidade dos processos na area de alimentos utilizando tais solventes.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1Solvente Eutético Natural Profundo (NADES)

A tecnologia verde busca sempre preservar o meio-ambiente, substituindo
solventes organicos comuns por outros solventes que apresentem baixa ou nenhuma
toxicidade. Portanto, novos solventes ambientalmente aceitaveis estdo sendo
desenvolvidos, dando origem aos chamados solventes verdes (DAl et al., 2013a;
PAIVA et al., 2014).

Com o interesse na substituicdo dos solventes organicos, em 2001 foi
publicado um dos primeiros artigos cientificos abordando a importancia da
investigacao das propriedades fisico-quimicas dos liquidos i6nicos (ILs) (ABBOTT et
al., 2001). As pesquisas investigando os mais diversos aspectos e aplicagdes a
respeito dos ILs tem crescido e ganhado atengéo da comunidade cientifica (SMITH,;
ABBOTT; RYDER, 2014; CHEMAT et al., 2016). Os ILs s&o sais organicos fundidos
(liquidos a temperatura ambiente), compostos por cations e anions e tém sido
aplicados em diversas areas e diferentes processos (DAl et al. 2013b). Porém a
utilizacao dos liquidos iénicos vem sendo contestada, principalmente sua producao
em larga escala. Sua sintese ndo € ambientalmente aceitavel, o custo de produgao é
alto e possuindo baixa biodegradabilidade e sustentabilidade sdo as maiores
desvantagens dos ILs (FRANCISCO et al., 2013; PAIVA et al., 2014).

Nos ultimos anos uma alternativa aos ILs tem sido desenvolvida, os solventes
eutéticos profundos - DES. Possuem caracteristicas que dependem dos componentes
formadores da molécula. Podem ser cloretos/haletos metalicos e sais de quaternario
de amodnia (DES tipo 1) sdo como liquidos iénicos menos comuns; haletos metalicos
hidratados e cloreto de colina (DES tipo Il) os quais se tornam viaveis nos processos
industriais em larga escala; e por fim ligantes de cloreto de colina e doadores de
ligacdes de hidrogénio (HBD) (DES tipo Ill) (SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014). Os
doadores de hidrogénio foram estudados, e os mais usados sdo amidas, acidos
carboxilicos e alcoois (SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014; CHEMAT et al., 2016).

Outras caracteristicas importantes dos solventes eutéticos sdo: apresentam
ponto de fusao abaixo do ponto de fusao individual de cada componente da mistura e

em também em temperaturas abaixo da temperatura ambiente; possuem baixa
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volatilidade; e alta estabilidade térmica. (GORKE; SRIENC; KAZLAUSKAS, 2008;
CHOl et al., 2011; DAl et al., 2013a; PAIVA et al., 2014).

Os DES possuem caracteristicas muito semelhantes aos ILs. O processo para
sua obtencdo é mais simples, seu grau de pureza depende da pureza dos
componentes que o formam, sua producgao € de baixo custo, devido ao custo de suas
matérias-primas, menor toxicidade e carater biodegradavel (CARRIAZO et al., 2012;
DAI; VERPOORTE; CHOI, 2014; PAIVA et al., 2014; CHEMAT et al., 2016;).

Em estudo realizado por Choi et al. (2011) observou-se que no metabolismo
dos organismos vivos e células € marcante a presenga de algumas moléculas
especificas, sendo suas quantidades sempre muito altas. Esses metabdlitos
apresentam caracteristicas de liquidos viscosos - que fazem parte das células vivas -
além da agua e lipideos. Correlacionando-os com os ILs sintéticos e os DES, estas
substancias foram denominadas de Solvente Eutético Natural Profundo (NADES).

Os NADESs sao constituidos por compostos naturais, encontrados como
metabolitos primarios comuns de células vivas, tais como aminoacidos, agucares,
colina e alguns acidos orgénicos, como acido citrico, acido malico e acido lactico.
(CHOl etal., 2011; DAl et al., 2013a; MULIA, 2015; GARCIA et al., 2016). Todos esses
compostos estdo presentes em nossa alimentacido diaria em abundancia, portanto
possuem baixo custo, sdo sustentaveis e seguros por fazerem parte das fungdes
celulares basicas (CHOI et al., 2011; DAl et al., 2013b, 2013a).

Encontrados em plantas e estudando suas propriedades, podemos dizer que
os NADESs estdo envolvidos na biossintese e no armazenamento de diversos
metabolitos celulares insoluveis em agua. Além de desempenharem um papel
importante na protecdo de organismos em condi¢des extremas de falta de agua (CHOI
et al., 2011; DAl et al., 2013a). Em sua maioria apresentam excelente capacidade de
solubilizacdo de compostos polares e nao polares, metabdlitos pouco soluveis ou
insoluveis em agua, além de macromoléculas, como as proteinas e polissacarideos.
Sua alta capacidade de solubilizacdo esta relacionada a sua estrutura que possui
ampla polaridade (CHOI et al., 2011; DAI, Y.; WITKAMP, G. J.; VERPOORTE, R.;
CHOI, Y., 2013; DAI et al., 2013b; RENARD, 2018).

Os NADESSs séo obtidos a partir da sintese de dois ou mais componentes em
determinadas composicbées. Ao misturar os componentes nas composicoes
estabelecidas e testadas, os componentes devem ser levados a agitagdo constantes

em banho termostatico até a formacédo de uma substancia sem cristais. Outro método



21

para a formacdao do NADES é o método de evaporagao, no qual se faz a mistura
adicionando uma quantidade conhecida de agua e ao final com a formagdo de um
liquido sem cristais, evapora-se a agua adicionada na mistura. A Figura 1, ilustra como
exemplo NADES obtidos a partir de acido citrico e sacarose para esse trabalho
(FIGURA 1) (SAVI et al., 2018).

FIGURA 1 - NADES FORMADO A BASE DA ACIDO CITRICO E SACAROSE PELO METODO DE
EVAPORAGAO (NADES .1.16%).

FONTE: O AUTOR

Sao caracterizados por fortes interagbes intermoleculares de hidrogénio,
sendo que em alguns NADESs a agua também participa como constituinte de sua
composic¢ao. Portanto devido as fortes interacbes das moléculas de agua com os
demais componentes, torna muito dificil sua eliminagdo por qualquer método de
evaporagao. Para a formacdo do NADES sem adigdo de agua, temos que um dos
componentes € um doador de hidrogénio e o outro componente & o receptor
hidrogénio. Assim como os ILs e os DESs a temperatura do ponto de fusdo do NADES
€ muito baixa se comparada com a temperatura de fusdo de cada componente puro
individual, muitas vezes apresentando apenas temperatura de Transigao Vitrea (Tg)
(CHOI et al., 2011; CARRIAZO et al., 2012; PAIVA et al., 2014).

Os NADESSs estdo sendo estudados também como solventes de inumeros

metabdlitos secundarios de interesse da industria farmacéutica, como principios ativos
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naturais. Na industria de cosméticos, agroquimica e de alimentos como compostos
funcionais, além de atuarem em novas tecnologias verde (DAl et al., 2013a; PAIVA et
al., 2014).

A aplicagcao dos NADES séao diversas, como em reagdes enzimaticas (Dai et
al. 2013a), e em reagdes para obtencao de produtos farmacéuticos, nutracéuticos e
cosméticos, devido a sua alta biocompatibilidade (PAIVA et al., 2014). Podem ser
utilizados também como solvente em extracbes de compostos fendlicos (DA, Y.;
WITKAMP, G. J.; VERPOORTE, R.; CHOI, Y., 2013), extracdo de antocianinas
(BOSILJKQV et al.,, 2017), extracdo de compostos bioativos (RENARD, 2018),
desacidificagdo de 6leo de palma, e na conservagado de antioxidantes (ZAHRINA et
al., 2018), além de auxiliar na estabilidade desses compostos bioativos apds sua
extragdo (DAl et al., 2015). Na biomedicina estdo sendo estudados para melhorar a

eficiéncia de absor¢ao de farmacos pelo organismo (PAIVA et al., 2014).

1.2Propriedades Fisico-Quimicas

As propriedades fisico-quimica de solventes sao importantes para as futuras
aplicacbes. Os NADES sado citados como solventes “projetados”, pois suas
propriedades fisico-quimicas podem ser controladas pela combinacdo adequada dos
componentes formadores e conteudo de agua adicionada (ABBOTT et al., 2004,
HAYYAN et al., 2012, 2015; GHAEDI et al., 2017;).

Algumas das propriedades fisico-quimicas dos NADES estudas s&o descritas

a segquir.

1.2.1 Viscosidade

Dentre as propriedades fisico-quimicas o comportamento reolégico deve ser
destacado por ser usado como medida de qualidade, como no desenvolvimento de
projetos, avaliagdo e operagao dos equipamentos nas linhas de processo de
alimentos: escoamento de fluidos, operagdes unitarias de bombas, sistemas de
agitacdo e tubulacdes (RIGO; BEZZERA; CORDOVA, 2010; GHAEDI et al., 2017).

Os NADES e DES em geral possuem alta viscosidade (= 1 Pa s), a principal
razao sao as fortes interagdes de hidrogénio entre os componentes da mistura,

fazendo com que haja menor mobilidade das moléculas (ZHANG et al., 2012; KHALID



23

et al., 2016; GHAEDI et al., 2017). Com o aumento da temperatura o movimento
interno das moléculas aumenta com consequente diminuicdo da viscosidade.
(CHEMAT et al., 2016). Alguns trabalhos relatam que a solubilidade de soluto e o
rendimento da extragcdo aumentam com a diminuicdo da viscosidade (YANG et al.,
2011; DAl et al., 2013a; ZAHRINA et al., 2018).

Geralmente fluidos com maior viscosidade podem ser vantajosos para
utilizagdo como lubrificantes. Enquanto fluidos com menor viscosidade sdo desejados
em aplicagbes como solventes, aumentando as taxas de transferéncia de massa e

minimizando os custos com bombeamento (GHAEDI et al., 2017).

1.2.2 Densidade

A densidade, assim como a viscosidade, possui grande importancia no
desenvolvimento de projetos e operagbes de processos (KHALID et al.,, 2016).
Quando avaliamos a densidade com a variacdo de temperatura em solventes é
observado que aumentando a temperatura, a densidade diminui. Isso ocorre devido
aumenta o movimento das moléculas no sistema, aumentando o volume molar dos
solventes, devido ao fendmeno de expanséao térmica. (HAYYAN et al., 2012; KHALID
et al., 2016; KUMAR et al., 2018).

A variagdo da massa molecular dos sistemas também altera os valores de
densidade. Os NADES que possuem uma alta densidade por possuirem geralmente
massa molecular grande. (KUMAR et al., 2018). Portanto € essencial identificar nos
NADESs seu comportamento em relacdo a temperatura e massa molecular na
avaliagéo da densidade (KHALID et al., 2016).

1.2.3 Analises térmicas

As analises térmicas reunem o conjunto de técnicas capazes de avaliar o
comportamento térmico dos sistemas em condi¢cdes programadas de temperatura
(MOTHE; AZEVEDO, 2002). Nesta secdo serdo abordadas duas destas técnicas, a
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e a Anadlise Termogravimétrica (TGA),

técnicas muito uteis no estudo do comportamento térmico dos sistemas.
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1.2.3.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é uma analise na qual € medida
a variagao de entalpia da amostra quando esta sofrer aquecimento ou resfriamento.
A entalpia é detectada pela variagdo da temperatura associada com as alteracdes
fisicas ou quimicas que possam ocorrer na amostra. A mudancga de fase ou também
reacdes de desidratacao, de dissociacdo, de decomposicao, entre outras capazes de
causar variagbes de temperatura entre a amostra e a referéncia (TAN; CHE MAN,
2002).

As analises de DSC sao utilizadas para o estudo da transigao vitrea, avaliacao
do ponto de fusdo de diferentes compostos, estabilidade térmica dentre outros. O
estudo da transicdo vitrea (Tg) como propriedade dos NADES €& de extrema
importancia para a confirmacao da estabilidade do solvente (CRAVEIRO et al., 2016).

A adicdo de agua nos NADESs, influéncia significativa o sistema,
desestabilizando sua estrutura, havendo assim uma diminuicdo da temperatura de Tg.
Foi observado em alguns trabalhos que a hidroxila utilizada da molécula de agua tem
uma forte interacdo entre as moléculas dos componentes formadores dos NADES,
interferindo também no diagrama de fase eutética (DAl et al., 2013a; CRAVEIRO et
al., 2016; KUMAR et al., 2018).

A anadlise de DSC foi utilizada no trabalho de Yang et al. (2011) para
determinar a solubilidade de farmacos nos NADES, pressupds que a temperatura de
Tg varia com a adi¢ao e incorporagao do farmaco nos NADES. Portanto a analise de
DSC pode ser utilizada para a determinagao de algumas propriedades dos NADES a

serem estudadas e futuramente avaliadas.

1.2.3.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A Analise Termogravimétrica (TGA) € uma analise baseada no estudo da
variagcao de massa de uma determinada amostra em fungao do tempo ou temperatura,
que resulta de uma transformagdo fisica (evaporagdo, condensagdo) ou
transformagdo quimica (degradacéo, oxidacdo, decomposigdo) (SILVA; PAOLA;
MATOS, 2007; RIEGEL et al., 2008). E um processo continuo que mede a perda ou
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ganho de massa durante tempo e temperatura (BERNAL et al., 2002; ROCIO et al.,
2006).

A TGA é utilizada para a obtencdo da temperatura de decomposicdo dos
NADES, sendo importante especialmente na aplicacao dos NADES como solventes
alternativos, para que a otimizagdo das condigbes de operagcao sejam realizadas
abaixo desta temperatura (RIBEIRO et al., 2015). Pela analise de TGA podemos
verificar se a formagéo do NADES ocorreu, comparando os termogramas dos NADES
(mistura dos componentes) com os termogramas dos componentes individuais puros,

observando a sobreposi¢céo dos eventos no termograma da mistura.

1.3Sistemas de NADES

Os NADES geralmente sao formados por doadores de hidrogénio e
receptores de hidrogénio. Sua estrutura apresenta interagdes intermoleculares fortes
entre esses componentes, podendo ou ndo apresentar agua em suas composigoes.

Alguns dos componentes mais citados em trabalhos que tratam sobre os
Solventes Eutéticos Naturais Profundos, sdo: cloreto de colina, acido lactico,
sacarose, acido citrico, glicose, entre outros como acido malico, frutose, maltose,
(CHOIl et al., 2011; DAI, et al., 2013a; DAI, et al., 2013b; PAIVA et al., 2014; DAl et al.,
2015; CRAVEIRO et al., 2016).

Abaixo apresentaremos algumas caracteristicas dos componentes que farao

parte do nosso trabalho sao apresentados:

Cloreto de Colina:

A colina € um cation importante pertencente a familia das vitaminas do
complexo B que desempenha um papel principal na manutengao da vida humana,
além de auxiliar em muito nos mecanismos metabdlicos (ZEISEL; BLUSZTAJN,
1994). E encontrada na composicéo da molécula de lecitina de soja, juntamente com
fosfolipidios e glicerol. A sua forma mais utilizada € como cloreto de colina para
suplementagao alimentar em aninais. ( ZEISEL; BLUSZTAJN, 1994; ROSTAGNO;
PACK, 1996) e em formulas infantis na forma de outros sais de colina (FENNEMA;
PARKIN; DAMODARAN, 2010).

O cloreto de colina (TABELA 1) é composto por um cation colina e o anion

cloreto (HAERENS et al., 2009), ndo-toxico, biodegradavel e de custo relativamente
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baixo (YADAV et al. 2014). A colina € uma substéncia muito estavel, ndo havendo
perdas durante o armazenamento, processamento, manipulagdo ou preparacao de
alimentos (FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010).

Acido Citrico:

O acido citrico (TABELA 1) é um acido organico importante na natureza, de
baixo peso molecular, derivado de exsudatos de raizes de plantas, matéria organica
em decomposicao e outras fontes (KUAN et al., 2005).

A versatilidade do acido citrico em quimica e biologia € devido aos trés grupos
de acido carboxilico flexiveis e um grupo hidroxilo terciario, que permite coordenar
varios ions metalicos diferentes, em solugao aquosa (KHAN; ANIK; GANGULY, 2009).
Encontrado no plasma sanguineo, contribui para a diminuigdo de ions metalicos nos
organismos vivos devido a sua propriedade de ligagdo com estes (DRISCOLL et al.,
1980; SHORR et al., 1942).

Acido Léactico:

O &cido lactico (TABELA 1) é um hidroxi-acido contendo um grupo hidroxilico
adjacente ao grupo funcional acido carboxilico (BARVE; RAHMAN; KULKARNI, 2009;
MARTINEZ et al., 2013). Composto quimico muito importante, com aplica¢cdes nas
industrias de alimentos, de cosméticos e farmacéutica e para a economia bio-
renovavel (IBORRA; VELTY, 2007; INABA et al.,, 2009; BARVE; RAHMAN;
KULKARNI, 2009; ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2010; CORMA;
MARTINEZ et al., 2013).

Pode ser produzido através da fermentacao de diferentes carboidratos, tais
como, glucose (a partir do amido), maltose (produzido por conversao especifica
enzimatica do amido), sacarose (a partir de xaropes, sucos, melagos e lactose) ou a
partir do soro de leite (CORMA; IBORRA; VELTY, 2007).

A producéo de acido lactico é de cerca de 350 mil toneladas por ano com
crescimento mundial previsto de 12-15% ao ano (WASEWAR et al., 2004; CORMA;
IBORRA; VELTY, 2007).

Sacarose:
A sacarose (TABELA 1) é um dissacarideo que possui em sua composi¢ao

dois monossacarideos unidos por uma ligagao glicosidica. A sacarose € um agucar
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nao-redutor formado por uma molécula de glicose e outra molécula de frutose, sendo
classificada como um poliol (BOSCOLO, 2003; WILMO, 2008).

O uso da sacarose refinada se restringe basicamente a finalidades
alimenticias, as duas principais fontes de sacarose comercialmente encontradas sao
a cana de agucar e a beterraba agucareira (BOSCOLO, 2003; FENNEMA; PARKIN;
DAMODARAN, 2010). Faz parte de um dos trés carboidratos que o homem pode
digerir utilizando como fonte de energia (FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010).

Glicose:

Os carboidratos sdo abundantes, amplamente disponiveis e de baixo custo,
pois sdo encontrados em mais de 90% da constituicdo das plantas. A frutose e a
glicose (TABELA 1) sédo os carboidratos mais abundante na natureza, chamados de
monossacarideos ou acucares simples. Essas moléculas de carboidratos ndo sao
divisiveis ( NELSON; COX, 2009; FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010) e séo
0s principais agucares de algumas frutas, possibilitam também a fermentacdo e
producéo de bebidas (WILMO, 2008).
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TABELA 1 - COMPONENTES DOS NADES, ESTRUTURA, MASSA MOLAR, PONTO DE FUSAO E

CARACTERISTICAS VISUAIS.
Componente Estrutura Massa molar Ponto de Fusao Caracteristicas
o Aparéncia de
Cloreto de H3C\l y D 305°C cristais e
Colina “aCH‘ ~"oH 39,62 Da 5 extremamente
: higroscopico
HO:
Acido Citrico ol I 192,12 Da 153°C P6 cristalino
HO- ,
Acido Lactico 90,08 Da 52 -54°C -
Extremamente
Sacarose 342,3 Da 96 — 190°C hidrofilica e
soluvel.
. 180,15 Da 150 — 153 °C P$ branco
Glicose cristalino

FONTE: (PEIXOTO, et al.; 2006; FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010; CHEMSPIDER, 2019)

Os componentes que participam da estrutura dos NADES sao encontrados na

natureza em abundancia, utilizados como matéria-prima em diversas industrias e uma

das propriedades fisico-quimica

transicao vitrea.

importantes €& apresentarem temperatura de

Quando ocorre a mistura desses componentes sdo formando os NADES com

ponto de fusdo mais baixo que de cada componente separadamente ou apenas

temperatura de transigao vitrea. Esse fenbmeno observado em misturas chama-se

ponto eutético e sera descrito abaixo.

1.4 NADES como misturas eutéticas

A observacdo do ponto eutético é representado por uma mistura de dois

componentes que apresenta ponto de fusdo menor do que quando esses
componentes sao avaliados separadamente (SMITH; VAN NESS; ABBOTT, 1949).
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O fendmeno que ocorre em misturas eutéticas sdo os mesmos ocorridos nos
Solventes Eutéticos Naturais Profundos caracterizando a eles essa denominacao,
pois possuem ponto de fusao abaixo do ponto de fusdo dos demais componentes que
participam de suas composic¢des. Outro fator que contribui para o baixo ponto de fusao
dessas solucbes sdo as interacdes intermoleculares que ocorrem entre seus
componentes por ligagdes de hidrogénio (CHOI et al., 2011; CARRIAZO et al., 2012;
PAIVA et al., 2014).

Para melhor exemplificar a formacao das misturas eutéticas é apresentado na
FIGURA 2 um sistema binario eutético simples, com a construgdo de um diagrama de

fases tedrico para dois compostos, X e Y, de temperatura versus concentragao.

FIGURA 2 - DIAGRAMA MOSTRANDO UMA MISTURA EUTETICA, OS PONTOS DE
TEMPERATURA E MUDANCA DE FASE.

T ’ T . T
C
i Liquido
. L
a
I 5
g A Liquido e
E [, sélide Y
] L Liguido e i
= | SolidoX
o E
= B .
Solido
P 1 L 1 A L X L i
0% X e e 4 100% X
100% ¥ Composicdo (3% m/m) 0% ¥

FONTE: STOTT, WILLIAMS e BARRY, 1998.

As linhas AB e BC sao temperaturas em que as misturas liquidas de X e Y
comecam a cristalizar. Acima destas linhas, chamada de liquidus, esta a area na qual
os sistemas sao completamente liquidos. A linha DBE representa a temperatura na
qual as misturas de X e Y fundem, e abaixo dela o sistema é completamente sdlido,
essa linha é chamada de solidus (SHACKELFORD, 1988; STOTT; WILLIAMS;
BARRY, 1998).

A area delimitada por ABD representa as misturas de X e Y, onde Y encontra-
se em maior proporcao no estado solido, sendo de forma semelhante para a area
delimitada por CBE, representando a mistura X e Y em que ha maior proporg¢ao de X

no estado sdlido. No ponto B temos o ponto em que a linha liquidus encontra a linha
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solidus e corresponde a composi¢ao eutética (SHACKELFORD, 1988; STOTT,;
WILLIAMS; BARRY, 1998).

Para a verificacdo da diminuicdo do ponto de fusdo ou a temperatura de
transicao vitrea dos Solventes Eutéticos Naturais Profundos podemos utilizar as
analises térmicas, mais especificamente a técnica de Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC). Na avaliacéo de perda de massa e determinagdo da temperatura
de decomposi¢cao dos NADES utilizaremos a Analise Termogravimétrica (TGA).

Observando os trabalhos da literatura ndo encontramos o estudo sobre os
NADESs a base de acido citrico/sacarose, acido lactico/glucose (com e sem agua),
cloreto de colina/acido lactico e cloreto de colina/acido citrico. Foi analisado em um
primeiro momento a adi¢do de agua em diferentes porcentagens, as diferengas entre
as fragdes massicas dos componentes nos NADESs. Num segundo momento
avaliamos se uma quantidade minima de agua adicionada nas amostras poderiam
alterar suas propriedades e a influéncia da alteracdo do segundo composto nos
NADESs, no caso o acido organico como HBA. As variagbes de temperaturas
utilizadas sao coerentes com as temperaturas usadas em processos industriais. Os
pontos abordados nesse trabalho € de extrema importancia para futuras aplicacdes
desses solventes na industria de alimentos e outras areas, para extracoes, facilitar a
solubilizagéo de diferentes compostos, contando com a sua biodegradabilidade e facil
desenvolvimento. Desta forma, os Capitulos 2 e 3 do presente trabalho tem carater

inédito abordando os itens descritos.



CAPITULO 2

SOLVENTES EUTETICOS NATURAIS PROFUNDOS (NADES) A BASE DE

ACIDO CITRICO E SACAROSE COMO TECNOLOGIA VERDE POTENCIAL:

ESTUDO ABRANGENTE DA INCLUSAO DA AGUA E SEU EFEITO SOBRE
PROPRIEDADES TERMICAS, FiSICAS E REOLOGICAS.
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RESUMO

Neste trabalho, os NADESs a base de sacarose e acido citrico foram sintetizados e
avaliados. As propriedades fisicas como densidade, viscosidade e perfil térmico foram
exploradas em diferentes temperaturas e teores de agua. A viscosidade e densidade
foram inversamente afetadas pela temperatura e pelo teor de agua. O aumento na
fracao de sacarose dos NADES resultaram em maior viscosidade, mas nenhuma
diferengca na densidade foi observada. O modelo reolégico de Ostwald-de-Waelle
indicou trés comportamentos reoldgicos distintos em diferentes temperaturas, teor de
agua e fragdes de sacarose. O modelo de Arrhenius apresentou adequado ajuste para
o efeito da temperatura na viscosidade aparente de todos os NADESs. A temperatura
de decomposicao dos NADESs foi de aproximadamente 393 K. A caracterizacao
térmica revelou que todos os NADESs apresentaram transi¢cdes vitreas em
temperaturas abaixo de 204,74 K, confirmando sua formacéao e estabilidade térmica.
Com base nesses resultados, os NADESs propostos aparecem como potencial
solvente verde a serem utilizados em processos industriais como extragao, separacao

e tecnologia bioquimica.

Palavras-chave: quimica verde, modelos reoldgicos, densidade, analise

termogravimétrica, calorimetria exploratéria diferencial.
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2.1 INTRODUGAO

A tecnologia verde busca preservar o meio ambiente substituindo solventes
organicos comuns por outros que tém baixa toxicidade e custo. Os solventes eutéticos
(liquidos i6nicos, e solventes eutéticos profundos e solventes eutéticos naturais
profundos) surgiram como um novo tipo de solvente verde com excelentes vantagens,
como biocompatibilidade, baixa toxicidade, sustentabilidade, compatibilidade com o
meio ambiente e, em particular, notavel poder de solubilizacdo. As misturas eutéticas
apresentam pontos de fusdo inferiores aos de qualquer um dos seus componentes
individuais; geralmente superior a 150 °C (ZHANG et al., 2012; YANG, 2018).

Os liquidos idnicos (ILs) sao solventes que s&o constituidos somente por ions,
com a vantagem de serem liquidos a temperatura ambiente, exibindo pressdes de
vapor insignificantes e sendo quimicamente/termicamente inertes, mas com a
principal desvantagem de serem toxicos (WELTON, 1999). Devido a crescente
necessidade de solventes orgéanicos e ao alto custo dos ILs (ZHANG et al., 2012), as
pesquisas tém focado recentemente em analogos dos liquidos ibnicos, isto €,
solventes eutéticos profundos (DES) (ABBOTT et al., 2003). Os DESs sao sistemas
formados por complexao de um sal de quaternario de aménio com um sal metalico ou
um doador de ligacéo de hidrogénio (SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014). Os DESs sao
geralmente liquidos a temperaturas inferiores a 100 °C (ZHANG et al., 2012). Quando
os constituintes de um DES sao metabdlitos primarios naturais e compostos celulares
de todos os tipos de células e organismos, eles sdo chamados de "solventes eutéticos
naturais profundos" (NADES) (PAIVA et al., 2014; GOMEZ et al., 2016). No entanto,
pode-se afirmar que ndo ha diferenca clara entre um DES e um NADES, e algumas
misturas eutéticas preparadas a partir de metabdlitos naturais, como cloreto de colina
(ChCl) e glucose, podem ser considerados como um DES e um NADES (YANG,
2018a).

A formagao de um NADES ocorre por ligagdes de hidrogénio intermolecular
entre um receptor de ligacdo de hidrogénio (HBA) e um doador de ligagdo de
hidrogénio (HBD) (DAl et al., 2013b; AROSO et al., 2017). Os doadores de ligacao de
hidrogénio mais comuns sao cloreto de colina (ChCl) (CHOI et al., 2011; DAI et al.,
2013a), betaina mono-hidratada (DAI et al., 2013a) e os acidos carboxilicos com

ligacéo de hidrogénio, acido citrico, sacarose e acido succinico (GHAEDI et al., 2017).
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Os NADESSs possuem propriedades fisico-quimicas unicas, como viscosidade
ajustavel, baixa volatilidade, alta estabilidade térmica, solubilidade em agua e alto grau
de solubilizacdo para varios compostos, como metabdlitos pouco soluveis ou
insoluveis em agua, além de macromoléculas como proteinas e polissacarideos. Além
disso, o NADESs apresenta muitas outras vantagens, como facil preparagao, nao
inflamabilidade e toxicidade farmacéutica aceitavel (DAl et al., 2013a; CRAVEIRO et
al., 2016; ZAHRINA et al., 2018). Existe um numero crescente de estudos de extragao
de compostos biologicamente ativos a partir de uma variedade de matrizes
alimentares usando NADES como solvente, tal como Olea europaea (ATHANASIADIS
et al., 2018), borra de vinho (BOSILJKOV et al., 2017), raizes de ervilha de pombo
(CUl et al., 2015), subprodutos industriais da cebola, da azeitona, do tomate e da pera
(FERNANDEZ et al., 2018), grdos de café (AHMAD et al., 2018), palha de arroz
(KUMAR et al., 2018), bagaco de azeitona (CHANIOTI; TZIA, 2018), 6leo de palma
(MULIA et al., 2018). Outra aplicacdo dos NADESSs € na preservacéao de antioxidantes
(ZAHRINA et al., 2018), também na desacidificagado do oleo de palma (ISRAYANDI;
ZAHRINA; MULIA, 2017) e na hidrdlise da lignina da biomassa de arroz (KUMAR,;
PARIKH; PRAVAKAR, 2015). Eles também sao solventes quimicamente adaptaveis,
isto é, suas propriedades fisico-quimicas podem ser afinadas alterando suas
composigoes, pela escolha dos componentes e as relagdes molares. Outros fatores
que afetam as propriedades de um NADES incluem a temperatura e o teor de agua.

Como observado nesses estudos, € extremamente importante que as futuras
aplicagdes dos NADES compreendam as propriedades dos sistemas isoladamente e
como eles se comportam sob essas condi¢cdes operacionais. Portanto nesse trabalho,
a capacidade de formacao de NADES das misturas de acido citrico e sacarose foram
avaliadas. As propriedades fisicas e reoldgicas foram caracterizadas em funcéo da
temperatura (293 - 353 K), teor de agua (16 - 30%) e fracbes massicas de sacarose e
acido citrico (1:1, 1:2 e 1:3). As propriedades termodinamicas foram avaliadas por
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e a estabilidade térmica por analise
termogravimétrica (TGA) (SAVI et al., 2018). Ao final desse capitulo poderemos
identificar se a temperatura, teor de agua, fragdo massica e método de

desenvolvimento dos NADES pode ou nao afetar as propriedades analisadas.



35

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material

O acido citrico foi empregado como HBD (doador de ligagdes de hidrogénio)
(Alphatec, pureza <99,5%, NUMERO DO CAS: 59499-1) e a sacarose como HBA
(aceptor de ligacdo de hidrogénio) (Alphatec, pureza <99,5%, NUMERO DO CAS:
570-1).

2.2.2 Preparagao dos NADES

Neste estudo, 17 NADES (ANEXO 1) foram sintetizados com diferentes
proporcdes de massa de acido citrico e sacarose. Os componentes do NADES, acido
citrico e sacarose, foram selecionados pela sua facil disponibilidade, baixo custo e
pelo potencial de uso relatado por outros autores (DAI et al., 2013a). Durante e apés
a preparagdo do NADES alguns nao apresentaram mistura homogénea e sem
formacao de sélidos ou cristais. Portanto apenas trés NADES foram selecionadas para
serem usados nesse trabalho: 1:1, 1:2 e 1:3 de acido citrico/sacarose.

As amostras de NADES foram preparadas de acordo com dois métodos:
agitacéo térmica e evaporagdo a vacuo, conforme descrito por Dai (2013b). No
método de agitagdo térmica, agua deionizada foi adicionada nas formulagées em
proporcdes de 20% e 30% (m/m), as quais foram acondicionadas em um banho
termostatico com agitagéo (Ethik Technology, Brasil), a 333 £ 3 K e mantidas sob
aquecimento até a formagao de um liquido claro e transparente (cerca de 5-6 h). No
procedimento de evaporagao a vacuo, os componentes foram dissolvidos em 50% de
agua (m/m) sob agitacao e aquecimento a 333 + 3K por 2 h. As amostras foram entédo
evaporadas a vacuo a 333 + 5 K em rotaevaporador (Marconi), até as formulagdes
apresentarem em média 16% de agua. As misturas foram colocadas em um
dessecador com silica gel até atingirem peso constante. O teor de agua restante nas
amostras foi calculado através da analise de Karl Fisher (Mettler Toledo, V32,

Volumetric KF Titrator). Foram realizadas analises em triplicata para cada NADES.
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2.2.3 Analise Reoldgica

O comportamento reolégico do NADESs foi obtido utilizando um redmetro
Brookfield de cilindro concéntrico (LVDV-II + Pro), acoplado a um banho termostatico
(Brookfield, Modelo TC-502P), utilizando um pequeno adaptador de amostra. Os
spindles foram selecionadas de acordo com a viscosidade das amostras: SC4-18 para
n<0,2; SC4-34 para 0,2 <n < 1,3 e SC4-25 para n> 1,3 Pa s (Brookfield Engineering
Laboratories, MA, EUA). As viscosidades foram medidas na faixa de temperatura de
293-353 K, temperaturas comumente usadas em processos industriais.

As curvas de fluxo foram obtidas na faixa de velocidade de cisalhamento de
0,2 a 264 s, cujos resultados variaram dependendo da temperatura ou viscosidade
das amostras de NADES, conforme descrito abaixo:

v" NADES1.1. 20% € NADES:2: 20%: 6,5 @ 60,5 s', com 1 min e 40 segundos
de corrida experimental;
v" NADES1:3: 20%: 6,5 a 60,5 s, com 2 min de corrida experimental;
v" NADES1:1. 30%, NADES1:2: 30%, € NADES1:3: 30%: 11 @ 264 s, com 2 min
de corrida experimental;
v" NADES1.1. 16% € NADES1:2: 16%: 0,8 a 32,5 s, com 2 min de corrida
experimental,
v" NADES1:3. 16%: 0,2 a 21,5 s™', com 1 min e 40 segundos de corrida
experimental.
Os valores de viscosidade aparente, tensdo de cisalhamento e taxa de
cisalhamento foram obtidos usando o software Rheocalc (versdo V3.3, Brookfield
Engineering Laboratories, MA, EUA).

Os dados reolégicos foram ajustados no modelo de Ostwald-de-Waelle (Eq.1):
T=K@)" (1)
onde T é a tensao de cisalhamento (Pa), K & o coeficiente de consisténcia (Pa s"), n

é o indice de comportamento do fluxo (sem dimens&o) e y taxa de cisalhamento (s™).
O efeito da temperatura na viscosidade aparente foi investigado de acordo

com o modelo de Arrhenius (GHAEDI et al., 2017) (Eq 2):

1 = Noexp (§_a) (2)

onde n € a viscosidade aparente do NADES em uma taxa de cisalhamento especifica,

No € o fator pré-exponencial, E, é a energia de ativagao (Jmol') e R é a constante de

gas ideal (8,31 JK" mol"). Para o ajuste do modelo de Arrhenius, diferentes taxas de
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cisalhamento foram fixadas para cada grupo amostral, devido aos diferentes perfis
reoldgicos e as limitagdes operacionais do equipamento: NADES2%, 10,5 s ;
NADES30%, 24,5 s™'; NADES+6%, 2 - 4,5 s™.

O erro da raiz quadrada média (RMSE, Eq. (3)) foi calculado para medir as
diferencas entre os valores preditos por um modelo ou e os valores observados
(MENTASCHI et al., 2013).

RMSE — \[Z?—1(Xexp - Xpred)z (3)

n

onde n é o numero de pontos dos dados experimentais, € Xexp € Xpred S0 0S valores

experimentais e calculados, respectivamente.

2.2.4 Densidade

A densidade das amostras foram medidas usando um densimetro de liquidos
calibrado (Anton Paar, modelo DMA 4500M), com uma precisdo de +3 x 10~ g mL"".
O equipamento é calibrado mensalmente com material de referéncia certificado (CRM:
marca KEM, lote WAT 152476) e diariamente verificado com agua tipo 1 (agua
ultrapura) e ar ambiente. As medigdes foram realizadas em intervalos de 5 K na faixa
de temperatura de 293-323 K. A incerteza da densidade é de +5 x 10° g cm,

Os valores de densidade dos NADESs estudados foram modelados em
funcao da temperatura, como segue (Eq. 4):

p=ay+a,T (4)

onde p (g mL™") é a densidade, T (K) é a temperatura, e ao (J mol™' K') e a1 (J mol’

K-') sdo as constantes empiricas.

2.2.5 Analises Térmicas

A estabilidade térmica e decomposicdao das amostras de NADES foram
analisadas por TGA (modelo TGA 4000, Perkin Elmer, EUA). As amostras pesando
cerca de 10-15 mg foram analisadas de 298 K a 1023 K a uma taxa de aquecimento

de 10K min-'. O ar sintético foi utilizado como gas de purga a 20 mL min-! para reagdes
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termo-oxidativas. A calibracdo do equipamento de TGA foi realizada utilizando o
padrao de oxalato de calcio (pureza > 99,99%).

A fim de avaliar o comportamento térmico do NADESSs, os experimentos foram
realizados utilizando um calorimetro exploratorio diferencial (PerkinElmer, modelo
DSC 8100). As corridas foram realizadas em trés etapas: i) aquecimento de 293 K a
353 K; (ii) resfriamento de 353 K a 183 K e (iii) aquecimento de 183 Ka 303 Ka 10 K
min~' em atmosfera de nitrogénio. As amostras foram condicionadas em panelinhas
hermeticamente seladas de 50 pL. O DSC foi calibrado usando padrao de indio
(pureza > 99,999%) (temperatura de fusdo: 156,60 °C e energia de transicdo (AH):
28,45 Jg™").

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A estabilidade e capacidade de formacdo dos NADESs preparados com
diferentes proporcdes de massa de acido citrico como HBD e sacarose como HBA
foram avaliadas. Neste estudo, verificou-se que uma quantidade de agua (cerca de
15-30%) era necessaria para a formagcédo do NADES. Como mencionado por Yang et
al. (2018), a agua desempenha um papel importante nas propriedades e estrutura do
NADESSs: a agua pode levar a uma reducao na densidade e viscosidade e um aumento
na polaridade. Segundo Dai et al. (2015), o complexo supramolecular de um NADES
€ preservado se o0 volume de agua adicionada for menor que 50%. Acima desta
percentagem, as liga¢cdes de H entre o HBA e o HBD podem ser enfraquecidas
gradualmente pela adicdo excessiva de agua e a mistura resultante pode consistir
apenas em compostos dissociados de NADES. A TABELA 2 mostra a quantidade de

agua adicionada em cada formulagéo e a porcentagem de agua restante.
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TABELA 2 - FORMULACOES DOS NADES A BASE DE ACIDO CITRICO (HBD) E SACAROSE
(HBA).

Nomenclatura das o ﬁ.«cido . Agua adicionada** (%) Quantidadige‘)égua
amostras citrico:Sacarose restante*** (%)
Método de Evaporagao a vacuo

NADES1:1:16% 1:1 15,53 + 1,57

NADES1:2:16% 1:2 50 16,72 + 1,03

NADES1:3;16% 1:3 15,80 = 0,38

Método de Aquecimento

NADES1:1:20% 1:1 19,53 + 1,07

NADES1;2;20% 1:2 20 18,52 + 1,26

NADES1:3:20% 1:3 18,67 £ 0,79

NADES1:1;30% 1:1 32,48 £ 0,71

NADES1:2;30% 1:2 30 30,41 +£1,42

NADES1:3:30% 1:3 31,23 +2,43

NADES1:1, 1:2, .3 — NADESs com 1:1, 1:2 e 1:3 em fragao massica de acido citrico/sacarose; NADES16%,
20% e 30% - conteudo de agua nas amostras de NADES de 16%, 20% e 30%.

* Fragao Massica.

** Quantidade de agua adicionada em cada formulagéao.

*** Quantidade de agua restante no final do processo (confirmada pela analise de Karl Fisher).

Observou-se que uma relagao de massa de até 1:3 de acido citrico/ sacarose
resultou em um liquido claro e estavel, mas com o aumento na proporcéo de sacarose
um precipitado sélido (cristalino) apareceu gradualmente. O numero de ligagdes de
hidrogénio e grupos aceptores, assim como a estrutura desses grupos, podem
influenciar a formagao e a estabilidade das ligagdes de hidrogénio do NADES (DAI et
al., 2013a). No caso do NADES sintetizado a partir de acidos organicos e agucares, a
formacdo e a estabilidade do NADES ocorrem devido as ligacbes de hidrogénio
formadas entre os grupos carboxila de acido citrico e sacarose (GHAEDI et al., 2017).
Neste estudo, verificou-se que, em proporcdes de acido citrico/ sacarose superiores
a 1:3 (m/m), a saturacdo desses grupos carboxilicos ocorre devido ao excesso de
sacarose no meio. Além disso, a agua também influencia nas interagcbes entre as
moléculas de acido citrico e sacarose, havendo um enfraquecimento dessas
interagdes pela competicdo de ligacéo de hidrogénio.

No inicio da preparacdo dos NADES, a formacado de uma mistura de duas
fases foi observada; a primeira fase consistia num liquido ligeiramente viscoso com
particulas brancas suspensas e uma segunda fase continha precipitados. Apés 1 h de
agitacdo no banho termostatico, a mistura apresentava uma quantidade menor de

precipitado e a solugéo tornou-se visivelmente mais viscosa. No final da agitagao, as
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amostras apresentaram uma cor amarelada e uma viscosidade superior a da solugao
inicial.

O método de aquecimento utilizado nas preparagdes mostrou-se eficiente
devido aos menores tempos de preparo e menores custos de energia. O método de
evaporagao a vacuo foi proposto para reduzir o teor de agua; no entanto, a quantidade
de agua nao pode ser reduzida para valores inferiores a 16%. Isso pode ser explicado
pelo fato de que nos NADES a agua esta presente como parte do solvente e ndo pode
simplesmente ser removida por evaporagado (YANG, 2018). Ou pelo fato da mistura
se apresentar extremamente viscosa, dificultando assim a transferéncia de massa no
solvente. O tempo de preparo das amostras com maior quantidade de agua em sua
composic¢ao foi menor em comparagéo as amostras com menor quantidade de agua
adicionada. Com base nessas observagbes, este estudo abrangeu conhecer as
propriedades fisicas, reoldgicas e térmicas das formulagdes de NADES que
apresentaram fases liquidas estaveis e transparentes: NADES 1:1 (NADES acido
citrico/sacarose, fragdo massica 1:1) NADES 1:2 (NADES acido citrico/ sacarose,
fragdo massica 1:2) e NADES 1:3 (NADES 4&cido citrico/ sacarose, fragdo massica
1:3), variando o teor de agua de 16 a 30% (SAVI et al, 2018).

2.3.1 Analises Reoldgicas

A viscosidade € uma das propriedades mais importantes e um dos maiores
obstaculos para a aplicagdo dos NADESs. A maioria dos NADESSs exibe viscosidade
maior do que muitos solventes organicos convencionais, 0 que implica em limitagoes
na transferéncia de massa (DA, 2013a; YANG, 2018).

Como esperado, a viscosidade dos NADESSs foi influenciada pela temperatura
e pela adigao de agua. Independentemente do teor de agua e da fragdo massica da
sacarose, as viscosidades dos sistemas NADES foram inversamente afetadas pela
temperatura, de modo que a viscosidade do NADES diminuiu com o aumento da
temperatura (FIGURA 3). O aumento da temperatura resulta no aumento da
velocidade das moléculas nos NADES/ DES, com diminuicbes nas forcas médias
intermoleculares e consequentemente na reducdo da viscosidade das misturas
(HAYYAN et al.,, 2012). Estudos recentes mostram a tendéncia na reducdo da
viscosidade dos NADES com o aumento da temperatura (HAYYAN et al., 2012, 2015;
ALOMAR et al., 2016; AROSO et al., 2017; GHAEDI et al., 2017). Hayyan et al. (2012)
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revelaram que os DESs de cloreto de colina a base de d-frutose tém alta viscosidade
a temperatura ambiente e sugeriram uma técnica de pré-aquecimento para reduzir a
viscosidade antes das aplicacbes em processos de extracado, solubilizacdo de solutos,
entre outros.

Em temperatura ambiente (293 K), pequenas variagbes na quantidade de
agua, de 16 a 30%, causaram uma diminui¢do acentuada na viscosidade dos sistemas
de até 99,73% (NADES+:3). Para uma determinada temperatura, verificou-se que as
viscosidades do NADES estavam na seguinte ordem em relagéo ao teor de agua (c.a):
16%> 20%> 30%. Neste estudo, a amostra preparada pelo método de evaporacgao a
vacuo (16% agua) apresentou a maior viscosidade: 140 Pa s a 293 K (NADES1:3; 16%),
enquanto os sistemas NADES com maior teor de agua (30%) apresentaram a menor
viscosidade: 0,18 Pa s a 293 K (NADES1:3; 30%). De acordo com o estudo de Dai
(2013b) verificou-se que a viscosidade do sistema glicose/ cloreto de colina diminuiu
em 1/3 quando diluido com 5% de agua, e diminuiu para 1/10 do valor original com a

adicédo de 10% de agua.
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Aumentando a fracdo de massa de HBA e consequentemente o peso
molecular, a viscosidade aumentou em todos os sistemas. A presenga do grupo
carboxila no acido citrico permite que mais ligagdes de hidrogénio sejam formadas com
a sacarose, aumentando assim a viscosidade do NADES. Ghaedi et al. (2017)
experimentou uma tendéncia decrescente na viscosidade de DESs com um aumento
na temperatura e na quantidade de HBDs. Portanto, os dados de viscosidade podem
ser usados para a selegao da proporgéo 6tima entre os grupos doadores e aceitadores
de ligacao de hidrogénio.

O modelo de Ostwald-de-Waelle (OW) explicou adequadamente o
comportamento do fluxo do NADES com altos coeficientes de determinagéo (Figura 4a
e 4b, TABELA 3). Em todos os casos, os valores de R? foram maiores que 0,99 e os
valores de RMSE variaram de 0,14 a 11,44. O modelo OW apresentou comportamento
distinto com mudangas de temperatura, teor de agua e razdo de massa de sacarose.
A temperatura ambiente, os NADES apresentaram trés comportamentos de fluxo:
dilatante quando o teor de agua foi de 16% em média (n> 1); Newtoniano, quando 20%
de agua foi incluida nas amostras (n = 1); e pseudoplastico com 30% de teor de agua
(n <1).

No entanto, a grande diminuigdo na viscosidade aparente (FIGURA 3) pode
ser uma indicagao de perda de estrutura molecular do NADES. A adigdo de agua nos
NADES, em diferentes propor¢des, produz um aumento na extensao das interagdes
intermoleculares, o que se reflete em modificacdes na estrutura e empacotamento dos
componentes (LAPENA et al., 2018). Diferentemente dos DES, os NADES permitem a
inclusdo de mais agua em sua estrutura sem que haja a perda da estrutura pelo
enfraquecimento das interacdes, resultando em uma reducéo no tempo e temperatura
de preparacdo e uma diminui¢gdo pronunciada na viscosidade dos fluidos (DAl et al.,
2013a).

A formulagdo com 20% de agua a temperatura ambiente parece ser mais
adequada para os processos que envolvem agitacdo, uma vez que nesses casos, a
viscosidade é constante e independente da taxa de cisalhamento aplicada. Na
temperatura de 333 K, o modelo mostrou que os NADES eram fluidos ndo newtonianos

(n <1) e classificados como pseudoplasticos, independente da fragdo de agua testada.
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TABELA 3 - MODELO DE OSTWALD-DE-WAELE CALCULADO PARA NADES A BASE DE ACIDO
CITRICO E SACAROSE COM DIFERENTES TEORES DE AGUA (16-30%) EM TEMPERATURA DE

293 E 333 K.
Modelo Ostwald-de-Waele
T=293 K T=333K
NADES K/Pa.s" n R? RMSE K/Pa.s" n R? RMSE
NADES1:1.16%6 514,81 +£3,7 1,120+£0,015 0,998 11,74 8,30 +0,21 0,985+0,012 0,999 0,14
NADES1.2.16% 416,15+2,42 1,181 +0,011 0,999 7,57 8,27 +0,04 0,988 +0,001 0,999 0,20
NADES13.16% 1456,0 +22,8 1,180+0,019 0,997 10,61 7,64 + 0,41 1,164 £ 0,022 0,998 2,35
NADES1:1.20. 48,01 + 0,19 1,001 £0,001 0,999 1,18 2,17+£0,10 0,909 +0,019 0,997 0,48
NADES1.2.20% 69,63+ 0,18 1,003 £0,001 0,998 0,79 2,70+ 0,13 0,905 +0,019 0,997 0,58
NADES1:3.20. 83,80+ 0,34 1,026 +£ 0,002 0,999 1,29 349+185 0,859+0,022 0,995 0,69
NADES1:1:30. 4,17 + 0,57 0,559 £ 0,047 0,995 1,63 0,34 +0,03 0,853 +0,019 0,995 0,43
NADES1:2:30% 1,89+0,13 0,905 £ 0,023 0,994 0,85 0,26 +0,02 0,925+0,015 0,998 0,39
NADES1:3;30% 1,80 £ 0,79 0,952 +£0,015 0,998 0,49 0,24 +0,01 0,954 +0,012 0,996 0,20

NADES1:1, 12, 1:3 - NADESs com 1:1, 1:2 e 1:3 fragdo massica de acido citrico/sacarose; NADES16%, 20%
e 30% - conteudo de agua nas amostras de NADES de 16%, 20% e 30%.
RMSE - Raiz do erro médio quadratico.

A influéncia da temperatura na viscosidade de fluidos ndo newtonianos pode

ser expressa pela equacgao de Arrhenius (Eq.2). Os resultados da TABELA 4 mostram

que a equacao de Arrhenius previu a influéncia da temperatura na viscosidade dos

NADES, com R?> 0,87. A principal vantagem da equacao de Arrhenius é o célculo da

energia de ativagao (Ea), cujos valores indicam a maior sensibilidade da viscosidade

aparente das amostras quando a temperatura € modificada (TEIXEIRA et al., 2018).

A Ea para amostras com maior teor de agua (30%) foi ligeiramente inferior (36,31 -

37,90 kJ mol-') do que para aquelas com menor teor de agua (16%) (73,46 - 88,17 kJ

mol "), indicando que no segundo grupo ha uma mudanga mais rapida na viscosidade
com a temperatura (STEFFE, 1996).
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TABELA 4 - MODELO DE ARRHENIUS CALCULADO PARA OS NADES A BASE DE ACIDO CITRICO
E SACAROSE.

In (no) Ea/kJ mol" R? RSME
NADES1:1;16% -28,55 + 0,88 78,85+0,28 0,995 0,123
NADES1:2;16% - 26,86 + 4,18 73,46 +1,34 0,876 0,578
NADES1:3;16% -31,59 £ 2,32 88,177 +£0,75 0,971 0,323
NADES1:1,20% -25,40 + 0,33 65,61+ 0,11 0,999 0,045
NADES1:2,20% -26,37 £ 0,35 68,91 + 0,11 0,999 0,049
NADES 1:3,20% -27,55 £ 0,45 72,48 +0,14 0,998 0,063
NADES1:1:30% -17,28 £ 0,42 36,31+0,14 0,994 0,058
NADES1:2:30% 17,43 + 1,17 37,37+£0,38 0,959 0,162
NADES1:3:30% -17,53 £ 0,70 37,90+0,23 0,985 0,098

Taxa de cisalhamento: ; NADES+6%, 2—4,5 s~'; NADES20%, 10,5 s~'; NADES30%, 24,5 s7';

No € o coeficiente pré-exponencial, Ea € a energia de ativagao (Ea: a.R);

NADES1:1, 1:2,1:3 - NADESs com 1:1, 1:2 e 1:3 fragdes massicas de acido citrico/sacarose; NADES16%,
20% e 30% - conteudo de agua nas amostras de NADES de 16%, 20% e 30%.

RMSE - Raiz do erro médio quadratico.

2.3.2 Densidade

A densidade dos solventes € uma propriedade fisica importante devido ao seu
efeito no processamento e operagao na industria (ALOMAR et al., 2016). Neste
estudo, as medi¢des dos valores de densidade dos NADES foram realizadas em
funcao da temperatura (293 - 323 K), teor de agua (16 - 30%) e em fragdo massica
de acido citrico para sacarose (1:1, 1:2 e 1:3). As densidades medidas das misturas
(acido citrico + sacarose) nas fragcbes massicas em fungdo do teor de agua séo
apresentadas na TABELA 5. Em geral, os valores de densidade variaram de 1,327 a
1,470 g mL™", e diminuiram linearmente com o aumento da temperatura. O aumento
da temperatura resulta num aumento da energia cinética das moléculas e
consequentemente na vibracdo das moléculas na mistura. O movimento mais
vigoroso das moléculas aumenta o volume molar da solucéo, reduzindo a densidade
(HAYYAN et al., 2012; CHEMAT et al., 2016). Uma relacao linear semelhante também
foi observada para o teor de agua. Os resultados obtidos neste trabalho sao
comparaveis aos resultados de Hayyan et al. (2012) para as propriedades fisicas de

DESs a base de agucar de fruta. A densidade de todos os NADESs mostrou-se
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superior a da agua (0,992 g mL-' a 40 °C). As densidades obtidas neste trabalho sdo
similares aquelas de outros estudos relatados na literatura para NADESs a base de
agua/ sacarose/cloreto de colina (1,2269 g mL™" a 40 °C, DAI, van Spronsen, 2013) e
DESs a base de D-frutose (1,34 — 1,21 gmL-" de 25 a 85 °C, HAYYAN et al., 2012).

TABELA 5 — VALORES DOS DADOS DE DENSIDADE PARA OS NADES A BASE DE ACIDO
CITRICO E SACAROSE.

Temperatura (K)

NADES 293 298 303 308 313 318 323
NADES1:1:16% 1,4701 1,4663  1,4626 1,4588  1,4550 1,4512 1,4474
NADES1:2:16% 1,4290 1,4254  1,4218 1,4181 1,4145 1,4108 1,4070
NADES1:3:16% 1,4394 1,4359  1,4323 1,4288  1,4252 1,4215 1,4179
NADES1:1:20% 1,4301 1,4264  1,4227 1,4189  1,4152 1,4114 1,4076
NADES1:2:20% 1,4304 1,4269  1,4233 1,4197  1,4160 1,4123 1,4086
NADES1:3:20% 1,4297 1,4262  1,4226 1,4191 1,4155 1,4119 1,4081
NADES1:1:30% 1,3489 1,3454  1,3418 1,3381 1,3345 1,3308 1,3270
NADES1:2:30% 1,3484 1,3449  1,3414 1,3379  1,3343 1,3307 1,3270
NADES1:3:30% 1,3474 1,3440  1,3407 1,3372 1,3338 1,3303 1,3267

NADES1:1, 12, 1:3 - NADESs com 1:1, 1:2 e 1:3 fragdo massica de acido citrico/sacarose; NADES16%, 20%
e 30% - conteudo de agua das amostras de NADES 16%, 20% e 30%.

Os valores de densidade dos NADESs estudados foram modelados em
funcao da temperatura. As constantes empiricas estimadas estio listadas na TABELA
6 juntamente com a raiz do erro quadratico médio (RMSE) calculado usando a
Equacéo 4 (Hayyan et al. 2012; Shaikh et al. 2014; Chemat et al. 2016).

A analise dos dados previstos para densidade mostra boa consisténcia com
os dados experimentais, apresentando valores R? maiores que 0,99 e baixos valores
de desvio padrao. Assim, a correlacao estabelecida pode ser usada para predizer os
dados de densidade dos NADESs a base de acido citrico e sacarose, na faixa de
temperatura de 293 — 323 K.
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TABELA 6 - CONSTANTES EMPIRICAS ESTIMADAS PELA DEPENDENCIA LINEAR PARA OS
DADOS DE DENSIDADES (p, g ml-1) DOS NADES.

NADES a0 + 5(10%) a1(104) £ 5(10°)  RSME(10°)
NADES:.1160 1,691 % 1,160 7,552 + 0,774 1,73
NADES1216% 1,644 + 8,849 7,314 + 2,870 6,42
NADES1316% 1,650 +7,219 7,175 + 2,341 5,24
NADES1120%  1,651+4,518 7,527 + 1,465 3,28
NADES12200 1,644 % 7,989 7,230 £ 2,591 5,79
NADES1320% 1,640 % 9,478 7,712 + 3,074 6,87
NADES1130% 1,563 + 8,051 7,304 + 2,611 3,16
NADES1230% 1,557 + 11,60 7,126 + 3,762 8,41
NADESi330% 1,549 + 9,503 6,872 + 3,082 6,89

ao (J mol'' K") e a1 (J mol”' K') sdo as constantes empiricas.

NADES1:1, 12, 1:3 - NADESs com 1:1, 1:2 e 1:3 fragdo massica de acido citrico/sacarose; NADES16%, 20%
e 30% - conteudo de agua das amostras de NADES 16%, 20% e 30%.

RMSE - Raiz do erro médio quadratico.

2.3.3 Analises Térmicas

Todas as amostras de NADES avaliadas por analise DSC mostraram apenas
eventos de transi¢do vitrea (Tg), com valores abaixo de 234,53 K (TABELA 7 e
FIGURA 5), sem eventos de fusdo (Dai, van Spronsen. 2013; Craveiro et al. 2016;
Castro et al. 2018). No presente estudo, foi possivel observar uma ampla faixa de
temperatura na forma liquida, ndo apresentando nenhum evento térmico (Dai, van
Spronsen. 2013; Craveiro et al. 2016). A presenca de agua nas amostras faz com que
as temperaturas de transicdo vitrea fossem menores e isso foi observado nas
amostras com 30% de agua, onde as temperaturas de Tg ficaram abaixo de 205,41
K (Craveiro et al. 2016). As amostras de NADES permaneceram no estado liquido
mesmo em temperaturas muito baixas, confirmando a hipétese de Dai, van Spronsen

(2013), que os NADESs em algumas plantas ajudam na resisténcia ao frio.
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FIGURA 5 - TERMOGRAMAS (DSC) DOS NADES A BASE DE ACIDO CITRICO E SACAROSE, EM
FUNCAO DO TEOR DE AGUA (16-30%).
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TABELA 7 - CONTEUDO DE AGUA E VALORES DA TEMPERATURA DE TRANSICAO VITREA (TG),

MEDIDOS POR DSC PARA OS NADES A BASE DE ACIDO CITRICO E SACAROSE.

Conteudo de agua

Amostras

Temperatura de transicao vitrea

(%) Tg (K)
NADES1:1:16% 229,73
16 NADES1:2:16% 231,30
NADES1:3:.16% 234,53
NADES1:1:20% 225,10
20 NADES1:2:20% 228,80
NADES1:3.20% 229,41
NADES1:1:30% 201,20
30 NADES1:2:30% 204,24
NADES1:3:30% 205,41

NADES1:1, 12, 1:3 - NADESs com 1:1, 1:2 e 1:3 fragdo massica de acido citrico/sacarose; NADES20%, 30%

e 16% - conteldo de agua das amostras de NADES 20%, 30% e 16%.
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Os termogramas avaliados por TGA de todos os NADES e os componentes
puros, acido citrico e sacarose, sdo mostrados na FIGURA 6. Todas as amostras
apresentam o inicio da temperatura de degradagéo em aproximadamente 393,15 K.
Nas amostras NADES1.1; 30, NADES1:2; 30, € NADES+:3, 30%, a perda de massa
ocorreu em temperaturas abaixo de 373,15 K, o que pode ser atribuido a maior
quantidade de agua nessas amostras (30%). Nas demais amostras, a perda inicial de
agua nao apresentou grande variagao devido ao menor teor de agua de 16 e 20%.
Observou-se também que as amostras 1:1 (NADES1:1; 20%, NADES1.1; 30% €
NADES::1: 16%), independentemente do teor de agua, apresentaram deslocamento em
seus termogramas em aproximadamente 523,15 K, devido a presenca de acido citrico
nas amostras. No termograma do acido citrico puro, o inicio da perda de massa ocorre
na mesma temperatura (523,15 K), de modo que o deslocamento do termograma foi
atribuido ao acido citrico nessas amostras. Com o aumento da fracdo de sacarose,
esse deslocamento néo foi percebido. Os termogramas (TGA) de todas as amostras
nao apresentaram picos atenuantes mais especificos, caracteristicos dos
componentes puros, confirmando assim a estabilidade destes NADESs e confirmando
a interacao entre os HBDs e os HBAs da mistura (Castro et al. 2018). Os NADESs a
base de acido citrico e sacarose mostraram-se estaveis ao longo de uma ampla faixa

de temperaturas, independente do teor de agua em sua composicao.
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FIGURA 6 - TERMOGRAMAS (TGA) E RESPECTIVAS DERIVADAS (DTG) DOS NADES A BASE
DE ACIDO CITRICO E SACAROSE, EM FUNGAO DO TEOR DE AGUA (16-30%).
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2.4 CONCLUSAO

Neste capitulo, foram apresentadas as propriedades termo-fisicas e
reoldgicas das formulagbes de NADES a base de acido citrico e sacarose. Estas
propriedades foram avaliadas em fungdo da temperatura, teor de agua e fragao
massica dos componentes. A densidade apresentou variagcdo em relagcdo ao aumento
da temperatura e teor de agua. O comportamento reolégico demonstrou que o0s
NADES sao liquidos com alta viscosidade quando pequenas quantidades de agua
s&o adicionadas. A medida que a temperatura aumenta e o teor de agua das amostras
aumenta, a viscosidade diminui significativamente. Observou-se que, com o0 aumento
da fracdo massica de sacarose no NADES, houve um aumento na viscosidade. A
temperatura ambiente, o teor de agua teve grande influéncia no perfil reolégico do
NADES, apresentando diferentes comportamentos para cada grupo do NADES.
Entretanto, quando a temperatura foi alta, esta influéncia ndo predominou e todas as
amostras de NADES apresentaram comportamento newtoniano. Avaliando o perfil
térmico dos NADES, ocorreram eventos de transicio vitrea, confirmando a formagao
de substancias eutéticas. O NADES é estavel em uma ampla faixa de temperatura, o
que permite futuras aplicagcdes na extracdo de compostos bioativos. Além disso, o
NADES pode ser adicionado diretamente as formulagées de alimentos, sem mais
etapas de purificacdo, uma vez que sao solventes nao-toxicos e sdo baseados em
componentes que ocorrem naturalmente em alguns alimentos. O conhecimento das
propriedades termo-fisicas do NADES é essencial para estudos futuros que

investiguem o uso de diferentes componentes e variagbes no teor de agua.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DA TEMPERATURA, TEOR DE AGUA E TIPO DE ACIDO
ORGANICO NA FORMAGAO DOS SOLVENTES EUTETICOS NATURAIS
PROFUNDOS (NADES) A BASE DE ACIDO LACTICO, GLUCOSE, CLORETO DE
COLINA E ACIDO CITRICO.
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RESUMO
Os solventes eutéticos naturais profundos (NADES) tém recebido consideravel
atencao da industria bioquimica e alimenticia devido a sua baixa toxicidade e custo,
notavel capacidade de solubilizacéo, volatilidade desprezivel a temperatura ambiente
e boa seletividade. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi sintetizar varios
NADES baseados em diversos componentes naturais (acido latico (La), glicose (G),
cloreto de colina (C) e acido citrico (Ca)). Para direcionar futuras aplicagbes, os
NADES foram caracterizados quanto as suas propriedades fisicas (densidade e
tensao superficial), reoldgicas e térmicas. A influéncia da temperatura, tipo de acido
organico e teor de agua em cada um desses sistemas também foram avaliados. As
amostras foram comparadas em dois grupos: com e sem agua (W) (LaGW s:1:3) €
LaG:1)), € com diferentes acidos organicos (CLa:1) € CCaW 1:1.1)). Viscosidade e
densidade foram inversamente afetadas pela temperatura para todas as amostras; o
teor de agua nas amostras LaGys1) e LaGWs4:3) resultou em diferengcas na
viscosidade. Os valores de densidade variaram de 1,1343 +7,4 x 10~ g mL~" (CLag.1
a 323 K) a 1,3096 + 4,2 x 102 g mL~' (CCaW/1.1.1y a 293 K ). Nao houve diferenga
significativa entre LaG:1) e LaGW s:1:3, mas houve uma diferenga significativa entre
CLa1:1) e CCaW1:1:1). O modelo reoldgico de Ostwald-de-Waele indicou que apenas
CCaW .11y apresentou uma alteragdo distinta no comportamento reolégico em
resposta a um aumento de temperatura: apresentou comportamento newtoniano a
293 K e 323 K e comportamento pseudoplastico a 353 K. O modelo de Arrhenius
apresentou bom ajuste para o efeito da temperatura na viscosidade aparente de todos
os NADESs. As viscosidades aparentes dos NADES foram comparadas a tensao
superficial e foram diretamente proporcionais: a tensédo superficial aumentou com o
aumento da viscosidade. A caracterizacao térmica revelou uma transicao vitrea para
o NADES LaGs:1) e LaGW s:1:3) e CCaW 1:1:1) em temperaturas abaixo de 220,05 K,
confirmando sua formacgao e estabilidade. Com base nos resultados, pode-se esperar
que os NADES propostos sejam potenciais solventes verdes nos diversos campos da

tecnologia de alimentos, produtos farmacéuticos e quimica.

Palavras-chave: NADES; modelos reoldgicos; tensdo superficial; densidade; perfil
térmico (TGA, DSC).
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3.1INTRODUGAO

Os solventes verdes estdo sendo amplamente utilizados como substitutos dos
solventes orgénicos. Um exemplo de solvente verde sdo os solventes eutéticos
profundos (DES) e tem muitas vantagens: baixa toxicidade, biocompatibilidade,
sustentabilidade e notavel capacidade solvente, melhor saude e seguranga,
minimizagao de problemas ambientais e redugédo de custos de processo (Bl; TIAN;
ROW, 2013; MULIA, 2018). Os DESs podem ser formados por ligagbes de hidrogénio
intermoleculares entre o aceitador de ligacédo de hidrogénio (HBA) e o doador de
ligagdo de hidrogénio (HBDs). Quando misturados em uma dada razado molar pré-
determinada em testes realizados com diferentes proporcoes, eles produzem uma
mistura eutética tendo um ponto de fusao mais baixo do que seus componentes
individuais.

Nos estudos sobre o metabolismo de plantas e animais, observou-se um
grande numero de compostos naturais estaveis com caracteristicas e propriedades
fisico-quimicas semelhantes aos DES. Esses sistemas naturais sdo chamados de
solventes eutéticos naturais profundos (NADES) (CASTRO et al., 2018). Eles sao
definidos como uma mistura de dois ou mais componentes naturais, como acucares,
acidos carboxilicos, alcoois ou aminoacidos, que sao abundantes em nossa dieta
diaria, sendo baratos, sustentaveis e seguros (DAl et al., 2013a; CASTRO et al.,
2018).

Os NADESSs estdo sendo usados em diversas areas, na area de alimentos
destacamos algumas aplicagdes como a extragcdo de compostos fendlicos (DAI,
VERPOORTE; CHOI, 2014; PARADISO et al., 2016) e flavonoides (WElI et al., 2015;
TANG; ZHONG; YAN, 2016), na preservacao de antioxidantes (ZAHRINA et al.,
2018), na hidrdlise da lignina da biomassa de arroz (KUMAR; PARIKH; PRAVAKAR,
2016) extracdo de acido palmitico (MULIA et al., 2018) também na separagao de
acidos graxos livres do 6leo (ISRAYANDI; ZAHRINA; MULIA, 2017), auxilia na
atividade enzimatica (DURAND et al., 2013; ZHAO; BAKER; HOLMES, 2011).

As propriedades fisico-quimicas do NADESs levam a inuUmeras vantagens
porque sao faceis de preparar com alta pureza e alto rendimento, ndo sao inflamaveis,
nao toxicas, biodegradaveis e biocompativeis com compostos polares e nao polares.
Eles permanecem no estado liquido mesmo em temperaturas abaixo de 273 K (0 °C),

tendo viscosidade ajustavel e sendo prontamente usados na extracédo de compostos
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bioativos (DAI et al., 2013a, 2015; CRAVEIRO et al., 2016; CASTRO et al., 2018;
MULIA et al., 2018).

Os componentes, acido citrico e acido lactico, sdo acidos organicos de facil
obtencéao e baixo custo, sendo utilizados nessa etapa do trabalho para a comparacéao
do comportamento de alguns dos NADES preparados. A glicose foi utilizada pelos
mesmos motivos que os acidos organicos, de facil obtencéo e baixo custo além de
participar de muitas reagbes basicas em células e organismos vivos. O cloreto de
colina é muito utilizado na sintese de formacdo dos NADES em outros trabalhos de
Abbott, et al. (2004), Aroso et al. (2017), Chemat et al. (2016), Dai, van Spronsen.
(2013), Yadav et al., (2014 e 2015) entre outros tantos. Todos os compostos utilizados
nesse trabalho sdo componentes importantes nao apenas na area de alimentos, mas
também nas areas de farmacia, nutrigdo, bioquimica e quimica como ja foi citado no
Capitulo 1.

Suas propriedades fisico-quimicas podem ser delineadas para aplicagdes em
processos industriais, independente das operacdes unitarias envolvidas, pois os
NADES sao solventes facilmente adaptaveis. Alterando sua composi¢cdo com a
mudanca de componentes e fracbes molares suas propriedades também sao
alteradas sem a perda de caracteristicas importantes, como poder de solvéncia,
atuacao em baixas temperaturas entre outras. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver NADESs a base de acido lactico, acido citrico, cloreto de colina e glicose
e avaliar suas propriedades fisicas e reoldgicas em fungao da temperatura (293-353
K). Além disso, a tens&o superficial, atividade de agua e caracteristica térmica foram

investigadas e correlacionadas com os dados de viscosidade (SAVI et al., 2019).

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material

Cloreto de colina (Inlab, pureza >98%, NUMERO DO CAS: 67481), &cido
lactico (Neon, pureza >85%, NUMERO DO CAS: 79334), glucose (Biotec, pureza
95%, NUMERO DO CAS: 39784) e acido citrico (Alphatec, pureza >99,5%, NUMERO
DO CAS: 59499-1) e agua (W) purificada por osmose reversa (Vexer, Smart reverse
osmosis, Filtro 5 ym e filtro de carvao) foram utilizados como solventes para os
sistemas de NADES.
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Amostras de NADES foram preparadas seguindo o método de aquecimento
com agitagdo conforme descrito por Dai et al. (2013b) onde os componentes sao
pesados, misturados com ou sem adi¢do de agua, e mantidos em banho termostatico
com agitacdo constante a temperatura de 50 °C até a formagdo de liquido
transparente sem a presenca de cristais (DAI, van Spronsen, 2013). Este método nao
€ apenas econdmico, mas também facil de controlar a temperatura e a formacéo do
NADES, considerando que alguns componentes, como o0s agucares, Sao
termicamente instaveis.

Os componentes foram misturados de acordo com a fragdo molar descrita na
TABELA 8 e as solugdes foram colocadas num banho termostatico com agitagao (100
rom) (Dubnoff 304-TPA, Ethik Technology). Nos sistemas utilizando glicose (G) e
acido latico (La), a temperatura empregada foi de 333 * 3 K, enquanto nos sistemas
com acido citrico (Ca), acido latico e cloreto de colina (C) a temperatura foi fixada em
343 £ 3 K. As solucdes foram mantidas sob aquecimento até a formacao de um liquido
claro sem precipitados, observados visualmente sem utilizacdo de equipamentos

(cerca de 1-12h). Todas as amostras foram preparadas em triplicata.

TABELA 8 - COMPOSICAO DOS NADES A BASE DE ACIDO LACTICO, GLUCOSE, CLORETO DE
COLINA E ACIDO CITRICO.

Aparéncia em

NADES Fracao
(Abreviagso) Componente 1 Componente 2 Componente 3 molar tempgratura
ambiente.
. o ) Liquido
LaGs:) Acido Lactico Glucose - 5:1
transparente
o o ; Liqui
LaGW 13y  Acido Lactico Glucose Agua 5:1:3 quido
transparente
lor - o Liquido vi
CLag:1 Clo eFO de Acido Lactico - 1:1 quido viscoso
Colina e transparente
lor - s ; Liquido vi
CCaW 1:1:1) Clo ef[o de Acido Citrico Agua 1:1:1 quido viscoso
Colina e transparente
La: acido lactico; G: glucose; C: cloreto de colina; Ca: acido citrico; W: agua
LaG:1) - acido latico/glicose 5:1; LaGW s:1:3) - acido lactico/glucose/agua 5:1:3; ClLa:1) - cloreto de
colina/acido lactico 1:1; CCaW 1:1:1) - cloreto de colina/acido citrico/agua 1:1:1.

3.2.2 Anadlises Reolbgicas

As analises de viscosidade dos NADES foram realizadas utilizando um

redmetro Brookfield de cilindro concéntrico (LVDV-II + Pro) acoplado a um banho
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termostatico (Brookfield, Modelo TC-502P) utilizando um adaptador de amostra. Os
spindles foram selecionados de acordo com a viscosidade das amostras: SC4-18
para n < 0,03, SC4-34 para 0,03 < n < 1,6 e SC4-25 para n> 1,6 Pa s (Brookfield
Engineering Laboratories, MA, EUA). As viscosidades foram medidas na faixa de
temperatura de 293-353 K.

As curvas de fluxo foram obtidas na faixa de taxa de cisalhamento de 0,11 a
250 s~', onde os resultados variaram dependendo da temperatura ou viscosidade das
amostras de NADES, conforme descrito abaixo: LaGW s:1:3): 0,66-250 s~'; LaGs.1):
0,66-190 s~'; CLa(.1): 0,66-155 s'; e CCaW(1.1.1): 0,11-40 s, com 2 min e 30
segundos para cada uma das corridas experimentais. Os dados de viscosidade
aparente, tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento foram obtidos usando o
software Rheocalc (versao V3.3, Brookfield Engineering Laboratories, MA, EUA).

O efeito da temperatura na viscosidade aparente foi investigado de acordo
com o modelo de Arrhenius (GHAEDI et al., 2017)(Eq. 1):

1 = 1oexp (g—;) (1)

onde n é a viscosidade aparente do NADES a uma taxa de cisalhamento especifica,
no é o fator pré-exponencial, Ez é a energia de ativagao (J mol') e R é a constante de
gas ideal (8,31 J K “"mol™).

Os dados reoldgicos foram ajustados no modelo de Ostwald-de-Waelle (Eq.
2):

T=K@)" (2)

onde T € a tensao de cisalhamento (Pa), K é o coeficiente de consisténcia (Pa s"), n
€ o indice de comportamento do fluxo (adimensional) e y é a taxa de cisalhamento (s~
1)_

O erro da raiz quadrada média (RMSE, Eq. 3) foi calculado para medir as
diferencas entre os valores preditos por um modelo ou e os valores observados
(MENTASCHI et al., 2013).

RMSE = \[Z?—l(xexp - Xpred)z

(3)

n

onde n é o numero de pontos de dados experimentais, € Xexp € Xpred S80 0S valores
experimentais e calculados, respectivamente. Para o ajuste dos modelos utilizamos o

software Origin Pro 8.6.
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3.2.3 Tensao superficial

As medidas de tensao superficial de todos os NADES foram realizadas
usando um tensidometro Kriss K100 pelo método do anel Du Nouy. O anel de platina-
iridio foi limpo por chamas e o material de vidro foi enxaguado consecutivamente com
acetona e agua destilada antes de iniciar cada medi¢ao. A tenséo superficial de todos
os NADES estudados foi medida a 298 K. A calibracdo do procedimento foi realizada
medindo-se a tensao superficial da agua pura e a incerteza dos valores de tensao
superficial foi na faixa de + 0,2 mN m~'. O tensiémetro foi equipado com o software
LabDesk versao 3.2 para coleta de dados e controle automatico. Os experimentos

foram realizados em ftriplicata.

3.2.4 Densidade

As densidades das amostras foram medidas usando um densimetro para
liquidos (Anton Paar, modelo DMA 4500M), com uma precisdode +3 x 10*gmL'e
incerteza de =+ 5 x 10° g mL~". O equipamento foi calibrado mensalmente com
material de referéncia certificado (CRM: marca KEM, lote WAT 152476) e diariamente
verificado com agua tipo 1 (adgua ultrapura) e ar ambiente. As medidas foram
realizadas em intervalos de 5 K na faixa de temperatura 293-323 K. As amostras foram
preparadas em triplicata e os dados foram avaliados pela Analise de Variancia

(ANOVA) pelo teste de Duncan, utilizando o software Statistica®, versao 6.4.

3.2.5 Analises Térmicas

A estabilidade térmica e a decomposicdo das misturas de NADES foram
analisadas por analise termogravimétrica (TGA) (modelo TGA 4000, PerkinElmer,
EUA). Amostras pesando cerca de 10 mg foram analisadas da temperatura de 303
até 1023 K a uma taxa de aquecimento de 10 K min~'. O ar sintético foi utilizado como
gas de purga a 20 mL min~" para a oxidagdo completa das amostras. A calibragéo do
equipamento TGA foi realizada utilizando o padrdo de oxalato de célcio (pureza>
99,99%).

A fim de avaliar o comportamento térmico dos NADES, os experimentos foram
realizados utilizando um calorimetro de exploratério diferencial (Perkin Elmer, modelo

DSC 8100). As operagdes foram realizadas em trés etapas: i) aquecimento de 293 K
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(20 °C) a 313 K (40 °C), mantendo esta temperatura por 10 min; (ii) resfriamento de
313 K (40 °C) a 183 K (-90 °C), mantendo esta temperatura por 10 min, e (iii)
aquecimento de 183 K (=90 °C) a 353 K (80 °C) a 10 K min~" sob atmosfera de
nitrogénio. As amostras foram condicionadas em panelinhas de 50 pL
hermeticamente seladas. O DSC foi calibrado usando padrdo de indio (pureza>
99,999%) (temperatura de fusdo: 156,60 °C e energia de transigao (AH): 28,45 J g7).

3.3RESULTADO E DISCUSSAO

A estabilidade e capacidade de formacdo de NADES preparados com
diferentes propor¢gdes molares: acido latico/glicose (5:1) - LaGes1), acido
latico/glicose/agua (5:1:3) - LaGW s:1:3), cloreto de colina/acido lactico (1:1) - CLa¢:1) e
cloreto de colina/acido citrico/agua (1:1:1) - CCaW.1.1y foram avaliados. Neste
estudo, verificou-se que uma pequena quantidade de agua é necesséaria para a
formacdo dos NADES LaGWs:1:3) e CCaW(i:1:1). A agua é um dos componentes
responsaveis pela ligagdo de hidrogénio que ocorre entre os grupos hidroxila das
moléculas dos componentes da mistura, como observado por Dai et al. (2013a).

A escolha dos compostos dos sistemas de NADES foi determinada pela
facilidade de obtencado, baixo custo, como citamos na Revisdo da Literatura do
trabalho, e boa compatibilidade entre os constituintes, pois quando utilizamos outros
constituintes para os NADES n&o ha formagéo ou ocorre a cristalizagdo apos alguns
dias em repouso. Além disso, os NADES desenvolvidos neste estudo eram
compostos de substancias ndo toxicas que ocorrem naturalmente em alimentos e,
portanto, & provavel que esses solventes podem ser diretamente incorporados em
formulacdes de alimentos sem etapas adicionais de purificacdo. Varias fracdes
molares (proporgdes entre um composto e outro na formagado do NADES) foram
avaliadas; no entanto, apenas aqueles que permaneceram estaveis foram escolhidos.

As formulagdes de NADES que utilizaram acido lactico necessitaram de
menor tempo e menor temperatura (2h a 333 K) de sintese para obtencdo de um
liquido transparente sem precipitados, quando comparadas as formulagdes com acido
citrico (até 12h a 343 K). As amostras LaGs.1) e LaGW s:1:3) permaneceram por 2h e
45min, respectivamente, em banho a uma temperatura de 333 K. A amostra CLa1:1:1
permaneceu por 1 h no banho a mesma temperatura (333 K). Este tempo foi reduzido
provavelmente porque o acido latico puro estava em estado liquido, facilitando uma

melhora na interagcdo entre moléculas no estagio inicial de produ¢do do NADES. A
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formacdo do NADES que continha acido citrico em sua composicdo (CCaW i:1:1))
exigiu um tempo de 7h 30min a uma temperatura de 343 K. De acordo com Dai, van
Spronsen, (2013) o numero de grupos de HBD ou HBA pode influenciar a formagéao e
estabilidade de NADESs pela estrutura espacial dos grupos e sua posi¢gao na
estrutura. No caso de alguns acidos organicos, eles podem formar liquidos estaveis

devido a presencga de grupos carboxilicos.

3.3.1 Anadlise reolégica e tensao superficial

Um dos maiores obstaculos para a aplicacao do NADES é a alta viscosidade
em relagao aos solventes convencionais, o que pode levar a limitagdes na utilizagcao
dos solventes (DA, etal. 2013; YANG, 2018). A temperatura influenciou a viscosidade
dos sistemas NADES inversamente, como mostra a FIGURA 7. O aumento da
temperatura diminui a resisténcia interna das moléculas, resultando em mais fluidez
devido a redugéo da viscosidade da mistura. (HAYYAN et al., 2012; CASTRO et al.,
2018). Outros estudos também mostraram que, com o aumento da temperatura, ha
uma tendéncia a reduzir a viscosidade de DES (formados por compostos organicos)
e NADESs (formados por compostos naturais) (HAYYAN et al., 2012, 2015; KHALID
et al., 2016; AROSO et al., 2017; GHAEDI et al., 2017;).

Neste estudo, a maior viscosidade foi observada para a amostra CCaW/1:1:1
(6,16 £ 0,04 Pa s) e a menor para a amostra LaGW s:1:3) (0,05 £ 2 x 10~3 Pa s), ambos
a 298 K. A temperatura ambiente (298 K), com uma adi¢do de aproximadamente 10%
de agua a amostra LaGs:1), houve uma redugéo acentuada na viscosidade do sistema
de 85,9% (LaGWs:13)). Dai et al., (2013) e (SAVI et al., 2018) verificaram que a
viscosidade dos sistemas NADES diminui com a adigdo de agua, mesmo adicionada

em pequenas quantidades.
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A alta viscosidade de alguns NADESs é atribuida a presenca de fortes
interagdes intermoleculares: principalmente uma rede de ligagao H dentro da mistura
eutética e, em menor extensao, van der Waals e interagdes eletrostaticas, resultando
em menor mobilidade das moléculas na mistura, contribuindo para maiores
viscosidades (RUSS; KONIG, 2012; YANG, 2018). A resisténcia interna das
moléculas diminui a medida que a temperatura e o teor de agua das amostras de
NADES aumentam, com consequente diminui¢do da viscosidade (CHEMAT et al.,
2016).

Em acidos organicos, o grupo carboxila € responsavel pelas interagdes
intermoleculares com outros componentes em uma reacgao. O que permite a ligagao
de hidrogénio de acidos organicos com cloreto de colina em um NADES sao os grupos
carboxila presentes nesses acidos. Como o &cido citrico possui trés grupos
carboxilicos em sua estrutura e o acido latico possui apenas dois, a alta viscosidade
pode ser atribuida ao NADES que possui acido citrico em sua estrutura, devido ao
maior numero de ligagées de hidrogénio. Portanto, o NADES formado com &cido
citrico, CCaW1.1:1), experimenta maior interacdo entre as moléculas de cloreto de
colina na mistura, apresentando assim maior viscosidade que a amostra CLa1.1).

As FIGURAS 8a, 8b e 8c mostram o perfil reoldgico do NADES na faixa de
temperatura de 293 K, 323 K e 353 K. O modelo de Ostwald-de-Waelle (OW) explica
adequadamente o comportamento do fluxo dos NADES com altos coeficientes de
determinacao (TABELA 9) Os valores de RMSE variaram de 0,05 a 1,20 e, em todos

0s casos, os valores de R? foram préximos a 1,00.
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Os parametros calculados a partir do modelo OW apresentaram
comportamento similar com mudangas na temperatura e teor de agua. A temperatura
ambiente, os NADES apresentaram dois comportamentos de fluxo: Newtoniano para
as amostras LaGs.1), LaGW s.1:3) € CLa(1:1) em todas as temperaturas (LAPENA et al.,
2018). A amostra CCaW 1.1:1) foi a Unica que apresentou variagao para o valor de n.
Nas temperaturas de 293 e 323 K o comportamento da amostra foi de fluido
newtoniano e a temperatura de 353 K apresentou caracteristicas de fluido
pseudoplastico. Os NADES permitem a inclusdo de agua em sua estrutura sem
prejudicar suas fungdes, resultando em uma reducédo do tempo e da temperatura
durante a etapa de sintese do NADES, e uma diminui¢cdo na viscosidade dos fluidos
(DAl et al., 2013a).
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A equacado de Arrhenius (Eq.2) avalia a influéncia da temperatura na
viscosidade de fluidos ndo-Newtonianos. A TABELA 10 mostra que a equacgao de
Arrhenius previu a influéncia da temperatura nas viscosidades experimentais dos
NADES, com alto coeficiente de correlagdo (R? > 0,96). A principal vantagem da
equacao de Arrhenius é o célculo da energia de ativagao (Ea), cujos valores indicam a
maior sensibilidade da viscosidade aparente das amostras quando a temperatura é
modificada (TEIXEIRA et al., 2018). O valor de Ea para amostra LaGs:1) diminuiu com
a adicdo de agua na amostra LaGW (s.1:3) de 59,31 + 0,47 kJ mol" para 39,45 + 0,32 kJ
mol', respectivamente. Para amostras que alteram o ligante do cloreto de colina de
acido latico para acido citrico Ea valores de 42,97 + 0,32 kJ mol-' (CLa(1.1)) para 54,52
+ 0,29 kJ mol' (CCaW(1.1.1)) respectivamente. Isso indica que, com os valores mais
altos\ de Es, hd uma mudanga mais rapida na viscosidade com a temperatura (STEFFE,
1996). Nos sistemas avaliados pudemos observar que as amostras LaGWs:1:3) €
CLa¢1:1) apresentaram os menores valores de Ea logo, uma rapida variagdo de

viscosidade com o aumento da temperatura.

TABELA 10 - MODELO DE ARRHENIUS CALCULADO PARA NADES A BASE DE ACIDO LACTICO,
GLUCOSE, CLORETO COLINA E ACIDO CITRICO.

In (No) Ea/kJ mol”’ R? RMSE
NADES*
LaGs:1y 21,48 £+ 1,46 59,31 £ 0,47 0,964 0,203
LaGW s:1:3) 16,59 £ 0,99 39,45 + 0,32 0,962 0,138
CLag:1) 16,01 £ 1,01 42,97 £ 0,32 0,967 0,140
CCaW 1:1:1 16,91 £ 0,90 54,52 + 0,29 0,983 0,125
Taxa de cisalhamento: LaGs:1), CLa1:1) and CCaW1:1:1y— 8,5 s and LaGWs.1:3 — 32 s,

nO é o coeficiente pré-exponencial, E, € a energia de ativagao (E.: a.R);

LaG (5: 1) - acido latico/glicose (5: 1); LaGW (5: 1: 3) - acido latico/glicose/agua (5: 1: 3); CLa (1: 1) -
cloreto de colina/acido lactico (1: 1) e CCaW (1: 1: 1) - cloreto de colina/acido citrico/agua (1: 1: 1).

* Fragao molar

RMSE - Raiz do erro médio quadratico.

Outra propriedade dos solventes que podemos avaliar juntamente com os
dados de viscosidade € a tensdo superficial. A tensdo superficial € uma importante
propriedade termo-fisica dos liquidos. Ela fornece informacdes sobre a influéncia
molecular na intensidade das interacdes dentro da mistura. Em operacbdes de
transferéncia de massa envolvendo destilagcado, absorcéo, separacao e extracido, os

dados de tensao superficial do solvente sdo de extrema importéancia. (SHAHBAZ et al.,
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2012). A tensao superficial surge devido ao desequilibrio das forgas eletrostaticas na
superficie. O movimento das moléculas dentro do solvente responde as forcas de
atracao e repulsdo com um equilibrio. Na superficie, essas forgas sao desequilibradas,
resultando em uma forte forca atrativa entre as moléculas. Os principais fatores que
afetam a tensdo superficial do NADES sao a temperatura, as ligagdes de hidrogénio
entre os componentes da mistura, a cadeia alquilica, o peso molecular e a viscosidade
(SHAHBAZ et al., 2012; GHAEDI et al., 2017;).

Os NADES estudados neste trabalho apresentaram tensdes superficiais de
35,01 + 0,26; 37,42 + 0,99; 42,87 + 3,10 e 44,51 + 0,46 mN m™ para as amostras
LaGW s:1:3), LaG:1), Clag:1y e CCaW 1.1y, respectivamente. Observou-se que nas
amostras com os mesmos componentes (acido lactico e glicose) a adicao de agua
causou uma diminuigdo na tensao superficial. Para essas mesmas amostras, LaGs:1)
e LaGWs:1:3), suas medidas de viscosidade diminuiram de 0,34 Pa s a 0,05 Pa s,
respectivamente.

A amostra CCaW.1.1) apresentou maior tensdo superficial, também
apresentou maior viscosidade em comparagao com as demais amostras. Assim, uma
operacgao unitaria em que ha transferéncia de massa, como por exemplo, em extragdes,
€ provavel que esse solvente apresente um desempenho inferior ao CLa¢1:1), devido a
limitagdes de transferéncia de massa. Ou seja, quanto maior a tensao superficial, mais
dificil € para um soluto romper a superficie do liquido e penetrar na solugao.

Hayyan et al. (2012) ao estudar as propriedades dos DES com base no cloreto
de colina-D-frutose, concluiram que os DES com maior viscosidade possuem maior

tensao superficial, o que é atribuido as forcas de interacao intermolecular.

3.3.2 Densidade

A densidade dos solventes € uma propriedade fisica importante devido ao seu
efeito no projeto e operagao dos processos (ALOMAR et al., 2016). Neste estudo, as
medidas de densidade do NADES foram realizadas em fungédo da temperatura (293-
323 K), teor de agua e compostos HBA e HBD.

As densidades das amostras La:Gs:1), LaGW s:1:3), CLa(1:1) € CCaW(1:1:1) foram
analisadas por ANOVA e as médias de cada uma foram comparadas pelo teste de
Duncan com 5% de probabilidade de erro (p < 0,05), como mostra a TABELA 11. Em
geral, os valores de densidade variaram de 1,1343 + 7,4 x 104 g mL"" (CLa1.1) a 323
K) a 1,3096 + 4,2 x 103 g mL' (CCaW(1.1:1) @ 293 K) e diminuiu linearmente com o
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aumento da temperatura. O aumento da temperatura resulta em um aumento na
energia cinética das moléculas, com reducdo na densidade. Isso se deve ao aumento
vigoroso do movimento das moléculas e ao consequente aumento do volume molar da
solucdo (HAYYAN et al. 2012; CHEMAT et al. 2016). Para amostras da mesma
composi¢cao com e sem adicdo de agua (LaGs:1) e LaGW s:1:3)) ndo houve diferenca
significativa entre as amostras, apresentando valores semelhantes na mesma
temperatura, sendo que as amostras ClLa.1) e CCaW 1:1:1) apresentaram diferencas
significativas nos valores de densidade na mesma temperatura, sendo os resultados
obtidos neste trabalho comparaveis aos obtidos (CRAVEIRO et al., 2016) para as
propriedades fisicas do NADES a base de cloreto de colina/acido citrico (1:1), onde o
valor da densidade foi de 1,30 g mL~' a 23 °C.
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3.3.3 Analises Térmicas

Todas as amostras de NADES avaliadas por analise de DSC mostraram apenas
eventos de transi¢gdo vitrea (Tg), com valores abaixo de 205 K (FIGURA 9), sem
eventos de fusdo, caracterizando os NADESs como solventes eutéticos (DAI et al.,
2013a; CRAVEIRO et al., 2016; CASTRO et al., 2018). Apenas a amostra CLa(:1) ndo
apresentou eventos em seu termograma, mostrando que a transi¢ao vitrea para
NADES (CLa:1)) pode ocorrer em temperaturas menores que as detectaveis pelo
equipamento. No presente estudo, foi possivel observar a presenga de um complexo
supramolecular e uma ampla faixa de temperatura na forma liquida (DAI et al., 2013a;
CRAVEIRO et al., 2016). De acordo com Craveiro et al. (2016), a presenga de agua
nas amostras torna as temperaturas de transicdo vitrea mais baixas. Esse
comportamento foi observado em LaGs:1) e LaGW s:1:3), onde as temperaturas Tg
variaram de 205,74 K para 197,34 K. A amostra de NADES CCaW(1:1:1) exibiu uma
transicao vitrea a 220,05 K. As amostras NADES permaneceram no estado liquido
mesmo em temperaturas muito baixas, confirmando a hip6tese de Dai et al. (2013a) de

que o NADES auxiliam algumas plantas na resisténcia ao frio.
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FIGURA 9 - TERMOGRAMAS (DSC) DOS NADES: LAGW(5:1:3) - ACIDO LATICO/GLUCOSE/'AGUA
(5:1:3), LAG(5:1) - ACIDO LATICO/GLUCOSE (5:1) E CCAW(1:1:1) — CLORETO DE COLINA/ACIDO
CITRICO/AGUA (1:1:1).
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FONTE: O AUTOR

As amostras LaG:1) e LaGWs:1:3) apresentaram termogramas semelhantes,
com deslocamento minimo entre elas, atribuidos a adicdo de agua em LaGW 5:1:3). A
perda de massa iniciada aos 298 K ocorreu gradualmente apds a perda de massa
caracteristica dos componentes puros (FIGURA 10). Para a amostra CLa:1), 0
termograma apresenta caracteristicas semelhantes as do acido latico puro, com a
perda de massa comegando em 303 K e continuando gradualmente até 497 K. A partir
da Termogravimetria Derivada (DTG) desta mesma amostra nés observaram outro
evento de perda de massa a 556 K, atribuido ao cloreto de colina. NADES CCaW (1:1:1
inicia sua perda de massa em aproximadamente 360 K e o primeiro DTG ocorre em
444 K, caracteristico de acido citrico puro. Logo apés foi observado outro evento de
degradagdo em aproximadamente 519 K devido a presenga de cloreto de colina na
amostra (FIGURA 11).
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FIGURA 10 - TERMOGRAMAS (TGA) E SUAS RESPECTIVAS DERIVADAS (DTG) DOS NADES:
LAG(5:1) - ACIDO LATICO/GLUCOSE (5:1) E LAGW(5:1:3) - ACIDO LATICO/GLUCOSE/AGUA
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FIGURA 11 - TERMOGRAMAS (TGA) E SUAS RESPECTIVAS DERIVADAS (DTG) DOS NADES
CLA(1:1) - CLORETO DE COLINA/ACIDO LATICO (1:1); E CCAW(1:1:1) - CLORETO DE
COLINA/ACIDO CITRICO/AGUA (1:1:1).
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Os termogramas TGA de todas as amostras ndo apresentaram picos
caracteristicos dos componentes puros isolados, mas sim dos participantes da mistura
eutética, confirmando assim a estabilidade destes NADES e a interagdo entre os
componentes da mistura (CASTRO et al., 2018). Os NADES neste trabalho (LaGs:1),
LaGWs:1:3), CLa(1.1) e CCaW(1:1.1)) foram estaveis ao longo de uma ampla faixa de

temperatura independente da composigéo.
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3.4CONCLUSAO

Neste trabalho foram apresentadas as propriedades fisico-quimicas e
reoldgicas das formulacbes de NADES a base de acido latico, glucose, acido citrico e
cloreto de colina. Estas propriedades foram avaliadas em fungao da temperatura, teor
de agua (LaG:1) e LaGWis:1:3)), € com diferentes acidos na mistura com cloreto de
colina (CLa¢:1) e CCaW:1.1)). Os dados de densidade apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao NADES CLa(.1) e CCaW(1:1.1). Para os NADES LaGs:1) e
LaGW:s:1:3) ndo houve diferencga significativa entre as amostras, mesmo com adi¢&o de
agua. O comportamento reoldgico mostrou que, a medida que a temperatura aumenta,
a viscosidade do NADES diminui significativamente. Observou-se que o NADES
CCaW:1:1y, mesmo com a adigdo de agua, apresentou alta viscosidade quando o
componente cloreto de colina foi combinado com o &cido citrico. O perfil reolégico do
NADES (LaG:1) e LaGW s:1:3)) e ClLa:1) ndo se alterou, mesmo com o aumento da
temperatura do sistema; apenas a amostra CCaW 1:1:1) mudou seu perfil de newtoniano
para pseudoplastico com o aumento da temperatura. Avaliando o perfil térmico do
NADES, a amostra CLa(:1) ndo apresentou eventos em seu termograma ou o evento
ficou fora da faixa de deteccdo do equipamento. No entanto, nas demais amostras,
foram detectados eventos de transig¢ao vitrea, confirmando sua estabilidade em uma
ampla faixa de temperatura. Todas as caracteristicas dos NADES apresentados neste
trabalho permitem estudos futuros sobre as aplicagdes extrativas para componentes
bioativos e outros sensiveis a altas temperaturas. O conhecimento das propriedades
termofisicas do NADES também é essencial para futuras investiga¢cdes sobre o uso de
diferentes componentes nas formulagdes, a fim de obter caracteristicas especificas

para sua aplicacao.
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CONSIDERAGOES FINAIS

As propriedades termo-fisicas, fisico-quimicas e reoldégicas das formulagdes
de NADES foram avaliadas em fungao da temperatura, teor de agua, fragdo massica
dos componentes (acido citrico/sacarose) e diferentes acidos (acido citrico e acido
lactico) na mistura com cloreto de colina (cloreto de colina/acido lactico e cloreto de
colina/acido citrico).

O comportamento reolégico demonstrou que a medida que a temperatura
aumenta a viscosidade do NADES diminui significativamente. O perfil reoldgico do
NADES se altera com o0 aumento da temperatura do sistema e quando a diferenca na
porcentagem de agua adicionada ao sistema é alta (NADES &cido citrico e sacarose),
se nao a alteragdo do comportamento do fluido se mantém (LaG:1) € LaGW s:1:3)).
Apenas a amostra CCaW .1:1) em temperatura ambiente apresentou comportamento
de fluido newtoniano e em temperatura mais elevada (333 K) comportamento de fluido
pseudoplastico.

Avaliando o teor de agua adicionada nas amostras, foi constatado que uma
pequena porcentagem (m/m) de agua adicionada 5 a 10%, o valor da viscosidade
diminui em torno de 65 a 85% (NADES1:1,16%) € NADES(1:1,20%), LaGs:1) € LaGW 5:1:3)
respectivamente). Portanto os NADESs apresentam uma grande aplicagao na industria
quando o perfil reolégico é utilizado como uma ferramenta no controle de processos.

Para as medidas de densidade realizadas apresentou variacdo em relacédo ao
aumento da temperatura. Quando avaliamos as amostras LaGs:1) € LaGW s:1:3) ndo
houve diferenga significativa nos dados de densidade com a adigdo de agua, por ser
uma porcentagem pequena menor que 10% (m/m).

O perfil térmico dos NADES, foi observada a ocorréncia de eventos de
transicéo vitrea, confirmando a formagao de substancias eutéticas (caracteristica dos
NADES) e estabilidade térmica em ampla faixa de temperatura. Devido a ampla faixa
de temperatura podemos utilizar os NADES em processos de extracao e solubilizagao
de compostos termo sensiveis.

Todas as caracteristicas dos NADES apresentados neste trabalho permitem
estudos futuros sobre as aplicagdes extrativas para componentes bioativos e outros
sensiveis a altas temperaturas. O conhecimento das propriedades termo-fisicas e

fisico-quimicas dos NADES é também essencial para futuras investigagbes sobre o
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uso de NADES com diferentes componentes em suas formulacdes, a fim de obter
caracteristicas especificas para aplicacao.

Outro fator importante para a continuidade dos estudos dos NADES que sendo
eles a base de produtos nao-toxicos e que ocorrem naturalmente em alguns alimentos
pode ser adicionado diretamente as formulagdes, sem mais etapas posteriores de
purificagcdo. Podem ser investigados futuramente as ligagdes entre os componentes
dos NADES e quanto sao afetadas com a adigdo de agua em sua composi¢ao. Os
trabalhos que podem ser realizados com os NADES sdo inumeros tanto na

caracterizagao como em aplicacdes em diversas areas.
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ANEXOS

ANEXO 1 — TESTES DE ESTABILIDADE DE FORMAQ.AO PARA OS NADES A
BASE DE ACIDO CITRICO E SACAROSE E OBSERVACOES

NUMERACAO ACIDO CITRICO:

DAS AMOSTRA SACAROSE OBSERVACOES
1 1:1 estavel
2 1:2 estavel
3 1:3 estavel/ tempo maior em agitagao
4 1:4 apresentou cristais precipitados
5 1:5 apresentou cristais precipitados
6 1:6 apresentou cristais precipitados
7 1:7 apresentou cristais precipitados
8 1:8 apresentou cristais precipitados
9 1:9 apresentou cristais precipitados
10 2:1 apresentou cristais precipitados
11 3:1 apresentou cristais precipitados
12 4:1 nao houve formacao/cristalizagao total
13 5:1 nao houve formacao/cristalizagao total
14 6:1 nao houve formacao/cristalizagao total
15 7:1 nao houve formacao/cristalizagao total
16 8:1 nao houve formacao/cristalizacao total

17 9:1 nao houve formacgao/cristalizagao total




