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RESUMO

Nos dias atuais, hd um grande e crescente interesse em encontrar substancias ambientalmente
amigaveis para processos industriais. Os liquidos i0nicos sdo candidatos a substituir os
solventes organicos convencionais reduzindo a quantidade de residuos e diminuindo o
impacto ambiental; a temperatura ambiente, esses materiais praticamente nao possuem
pressdo de vapor, sdo ndo inflamaveis, podendo ser sintetizados de modo especifico, através
da combinacdo diferencial entre cations e anions, para desempenhar o papel necessario, além
de serem facilmente reciclaveis. Os liquidos i0nicos s30 novos meios promissores para muitos
processos, tais como sintese quimica, reagdes enzimaticas e aplicagdes no setor de
“engenharia verde”. O interesse pela classe dos liquidos i0nicos préticos justifica-se em
decorréncia da sua sintese simples, do baixo custo producdo, da baixa toxicidade e da
biodegradabilidade, os quais sdo aspectos inerentes aos processos “verdes”. Nesse contexto,
ressalta-se a aplicagdo dos liquidos 16nicos proticos na sintese enzimatica de ésteres graxos de
actucares. Cumpre destacar que os mesmos podem ser sintetizados quimicamente ou
enzimaticamente. A sintese quimica diverge da tendéncia atual, na qual o foco esta voltado
para a utilizagdo de tecnologias sustentdveis e ambientalmente seguras. Por outro lado, a
sintese enzimatica ¢ realizada em condi¢des mais suaves de reagdo, apresenta elevada
seletividade e especificidade, o que facilita a recuperacdo do produto. Porém, a sintese
enzimatica de ésteres graxos de acucares encontra um obstaculo, uma vez que os solventes
organicos capazes de solubilizar adequadamente os carboidratos também agem de forma
negativa sobre as enzimas, inativando-as. Portanto, no presente trabalho foi investigado um
conjunto de liquidos i6nicos préticos visando identificar um meio de reagdo apropriado para o
processo enzimatico de sintese do oleato de galactose, que atenda as condi¢cdes de maximizar
a solubilizacdo do carboidrato. Para tanto, uma gama de liquidos i6nicos préticos foram
sintetizados e caracterizados em termos de coeficiente de parti¢do, viscosidade e solubilidade
da galactose, pois essas propriedades exercem influéncia direta sobre a agdo enzimatica. Até o
melhor de nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo com foco no processo de producao

enzimatica de ésteres graxos de agucares na presenga de liquidos 1dnicos proticos.

Palavras-chave: Liquidos Ionicos Préticos; Caracterizagdo Fisico-Quimica;

Biocatalise; Esteres Graxos de Agucares.
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ABSTRACT

Nowadays, there is a great and growing interest in environmentally friendly substances for
industrial processes. lonic liquids are candidates to replace the conventional organic solvents
decreasing the amount of waste and reducing the environmental impact; at room temperature,
ionic liquids have practically no vapor pressure, are not flammable and may be synthesized
specifically through the differential combination of cations and anions, in order to perform the
role needed, and are easily recyclable. Ionic liquids are new promising media for many
processes, such as chemical synthesis, enzymatic reactions and applications in the “green
engineering” sector. The interest for the class of protic ionic liquids is justified due to their
simple synthesis, low cost of production, low toxicity and biodegradability potential, which
are aspects inherent to the “green” processes. In this context, we highlight the application of
protic ionic liquids in the enzymatic synthesis of fatty esters of sugars. It is worth noting that
the same can be synthesized chemically or enzymatically. The chemical synthesis diverges
from the current trend, in which the focus has turned to the use of sustainable and
environmentally safe technologies. On the other hand, the enzymatic synthesis is performed
under milder reaction conditions, presents high selectivity and high specificity, besides
product recovery ease. Nevertheless, the enzymatic synthesis of fatty esters of sugars meets an
obstacle, because the organic solvents able to adequately solubilize the carbohydrate also act
negatively on the enzymes, inactivating them. Therefore, in the present study was proposed to
investigate a class of protic ionic liquids in order to identify an appropriate reaction medium
to the enzymatic process of synthesis of galactose oleate, which meets the conditions of
maximizing the solubilization of the carbohydrate. For that, a range of protic ionic liquids
were synthesized and characterized in terms of partition coefficient, viscosity and solubility of
galactose, because these properties directly influence the enzymatic action. To the best of our
knowledge, this is the first study focusing on the enzymatic production process of fatty esters

of sugars in the presence of protic ionic liquids.

Keywords: Protic lonic Liquids; Physical-Chemical Characterization; Biocatalysis,

Sugar Fatty Acid Esters.
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1. Introducio

Na atualidade, ha um grande interesse em encontrar novas substancias que sejam
seguras ambientalmente para aplicacdes em larga escala. Nesse sentido, os liquidos i0nicos
tém sido considerados como potenciais substancias para substituir os solventes organicos
tradicionais, pois, os primeiros, além de apresentarem pressao de vapor desprezivel, podem
ser facilmente reciclados. Os liquidos i0nicos tém sido utilizados como meios promissores
para muitos processos industriais. Ademais, esses novos materiais tém sido extensivamente
investigados em diversas reacdes enzimaticas, tornando-se uma forte tendéncia para
aplicacdes em diversos tipos de bioprocessos. A Figura 1 mostra o crescimento do uso dos

liquidos i6nicos em diversas areas do conhecimento.
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Figura 1. Crescimento anual das publica¢des em liquidos i6nicos (Fonte: Scopus, no periodo 2005-2015).

Em adicdo, a crescente preocupacdo com a protecdo ambiental tem conduzido a busca
pelo desenvolvimento de métodos bioquimicos, tendo em vista processos sustentaveis e
ambientalmente seguros, os quais permitam o uso de fontes de matérias-primas renovaveis e
condicdes de reagdo mais brandas (Ruela et al., 2013). Nesse seguimento, os ésteres graxos de
aclicares sdo uma categoria de biossurfactantes ndo i6nicos obtidos a partir de matérias-

primas naturalmente abundantes, de baixo custo e renovaveis, os carboidratos e os acidos
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graxos (Yang & Huang, 2012), e tém sido amplamente utilizados em diversos setores
industriais, especialmente no ramo de alimentos, detergentes, cosméticos e farmacéuticos
(Sabeder et al., 2006), uma vez que sdo insipidos, inodoros, nao toxicos, ndo irritantes e
biodegradaveis (Galonde et al., 2012). Eles podem ser obtidos a partir de duas rotas, a sintese
quimica ou enzimdtica. A tendéncia ¢ seguir em dire¢do a sintese enzimatica desses
bioprodutos, pois, a mesma apresenta grandes vantagens, tais como operar em condigdes mais
brandas de temperatura, pH e pressao (Vitisant et al., 2012), o que resulta em ganhos em
termos de economicidade do processo.

Os solventes organicos sdo comumente utilizados para a sintese de ésteres graxos de
acucares (Walsh ef al, 2009; Gumel et al., 2011). Por exemplo, Adnani et al. (2011)
obtiveram conversdes de 88 a 96% de acidos graxos de agucares usando hexano como
solvente e tendo como biocatalisador a lipase de Candida antarctica B imobilizada em resina
acrilica macroporosa. Apesar da extensa literatura para a sintese de ésteres graxos de agucares
em solventes organicos tradicionais, ha um fator impeditivo para o desenvolvimento de
processos enzimaticos eficientes de sintese destes ésteres graxos de acucares, uma vez que
para alcangar uma boa solubilidade dos carboidratos em solventes organicos convencionais,
incorre-se no elevado risco de comprometimento do poder catalitico das enzimas, o que
inviabiliza a reacao.

Neste cenario, surgiu a necessidade de recorrer a novos solventes que pudessem aliar o
compromisso de uma alta solubilidade dos carboidratos sem comprometer a atividade
enzimatica. Como alternativa, passou-se a empregar os liquidos i6nicos (LIs), os quais tém
sido reconhecidos atualmente como solventes potenciais "verdes" que apresentam
propriedades Unicas para aplicacdo ndo s6 na sintese enzimatica de ésteres graxos de agucares

como também em diversos processos enzimaticos, como pode ser visto pela Figura 2.



16

70

60 -

50 A

40 -

30 4

Numero de Artigos

20 A

10 A

O_
2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016

Anos

Figura 2. Numero de artigos que descreveram as reagoes enzimaticas em LIs encontrados no Scopus, no periodo
2005-2015.

A baixa solubilidade dos carboidratos em solventes organicos convencionais € um
grande obstaculo para a implementacdo do processo de sintese enzimdatica dos ésteres graxos
de agucares (Ganske & Bornscheuer, 2005). Os carboidratos sdo soliveis em solventes
organicos altamente polares, os quais geralmente sdo toxicos, volateis, inflamaveis, de dificil
manejo e recuperagdo, além de atuar negativamente sobre a estrutura das enzimas através da
desestabilizacao da conformacao tridimensional cataliticamente ativa destes biocatalisadores,
inativando-os. Existem estudos com liquidos i0nicos apréticos (LIAs) sendo utilizados como
solventes na sintese de ésteres graxos de agucares (Lee et al., 2008; Yang & Huang, 2012; Lin
et al., 2015). Entretanto, LIAs apresentam desvantagens em relagdo aos liquidos idnicos
proticos (LIPs), uma vez que sdo menos econdmicos € potencialmente toxicos. Até o presente
momento, ndo ha na literatura estudos investigando a sintese enzimatica destes ésteres graxos
de agucares usando os LIPs. O interesse pelos LIPs fundamenta-se no baixo custo de sua
produgdo, baixa toxicidade e potencial biodegradabilidade, aspectos estes que sdo inerentes
aos processos “verdes” (Zhu et al., 2009; Zhao, 2010; Peric et al., 2011, Peric et al., 2013;
Peric et al., 2014; Peric et al., 2015).

Nesse contexto, ¢ valido ressaltar que os ésteres graxos de aglcares surgem como
biossurfactantes de expressiva importancia tecnologica devido, especialmente, a sua potencial
aplicacdo em diversos setores industriais de consumo humano, exibindo caracteristicas unicas

que os elevam a um patamar superior em relagcdo aos surfactantes convencionais (detergentes



17

anionicos sulfatados). Somado a isso, as questdes atuais de prote¢ao ambiental fazem emergir
um interesse para concentrar os esfor¢cos na busca pelo desenvolvimento da sintese enzimatica
desses produtos biotecnologicos. Apesar da ampla literatura para a sintese de ésteres graxos
de agucares em solventes organicos tradicionais e em alguns Lls, catalisada pela lipase, nao
existem relatos até o presente momento sobre a realizagdo dessa reagao em LIPs. Com essa
motivagdo, o objetivo desse trabalho ¢ investigar meios de reagdo inovadores baseados em
LIPs para realizar a producdo enzimatica de oleato de galactose que possam solubilizar

adequadamente o substrato sem depreciar o poder catalitico das enzimas.
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2. Revisao bibliografica

2.1.  Liquidos i0nicos

Os liquidos 16nicos (LIs) sdo materiais formados por cations e anions, constituindo-se
em sais que fundem a temperaturas relativamente baixas (aproximadamente 100 °C) (Greaves
& Drummond, 2008). Estes possuem uma excelente estabilidade quimica e térmica assim
como pressao de vapor desprezivel. Além disso, muitos sdo descritos como ambientalmente
amigaveis. Com isso, eles tornaram-se uma alternativa atrativa aos solventes organicos
tradicionais. Nos ultimos anos, LIs tém sido amplamente estudados e reconhecidos como
alternativas promissoras em muitas aplicagdes com alto potencial industrial (Plechkova &
Seddon, 2008). Nesse cenario, esses novos solventes tém sido aplicados, por exemplo, em
catalise (Olivier-Bourbigou et al., 2010; Zhang et al., 2011) e biocatalise (van Rantwijk &
Sheldon, 2007; Chen et al., 2010) e em muitos processos de extracao (Freire et al., 2010;
Sintra et al., 2014).

E importante destacar que os LIs podem ser classificados em duas grandes categorias:
os liquidos 10nicos aproticos (LIAs) e os liquidos 10nicos préticos (LIPs). Estes ultimos sao
produzidos por meio de transferéncia de protons a partir de 4cidos de Bronsted com bases de
Bronsted (Anouti ef al., 2008; Mirjafari ef al., 2013). Nos ultimos anos tem havido crescente
interesse em LIPs e na sua vasta aplicacao industrial (Greaves et al., 2006; Walker, 2007;
Greaves & Drummond, 2008; Greaves & Drummond, 2015). LIs podem ser de natureza
hidrofébica ou hidrofilica dependendo das estruturas de seus ions. Por causa do seu baixo
ponto de fusdo e da sua estrutura idnica podem ser usados como solventes, apresentando uma
melhor seletividade comparada com os outros solventes organicos convencionais. Ademais,
LIs ndo tém pressao de vapor significativa e, portanto, ndo geram poluicao volatil durante sua
manipulagdo.

Recentemente, essa nova classe de LlIs, os proticos - LIPs, tem sido explorada, os
quais tém apresentado vantagens adicionais, principalmente em termos econdmicos ¢
ambientais, em relacdo aos liquidos i6nicos aprdticos, LIAs, ja amplamente estudados e
aplicados como foco principal em diversos estudos (Chen et al., 2014; Kusano et al., 2014). O
interesse nessa classe de LIs decorre da sua sintese simples, baixo custo de preparacao e

purificacdo e também pelo seu carater biodegradavel. Esses novos materiais tém despertado



19

grande interesse para a aplicagdo industrial pelo seu bom desempenho em diversos campos do

conhecimento (Achinivu et al., 2014).

2.1.1. Liquidos i0nicos e carboidratos

O uso de LIs como solventes “verdes” ¢ uma tecnologia emergente e inovadora, que
esta rapidamente se expandindo na quimica de carboidratos (Zakrzewska et al., 2010). Os
carboidratos sdo importantes produtos naturais que desempenham nao s6 papéis bioldgicos
vitais para os seres vivos como também comerciais muito importantes, sendo aplicados nos
diversos setores industriais, tais como o de papel e celulose, o de alimentos e a farmacéutica,
entre muitos outros. Por outro lado, os carboidratos apresentam uma baixa solubilidade na
maior parte dos solventes comumente utilizados, o que dificulta a sua utilizagdo no
desenvolvimento de processos tecnologicos (Murugesan & Linhardt, 2005).

Um bom resultado da sintese de ésteres graxos de acucares depende em grande parte
da avaliacdo da solubilidade dos carboidratos no meio reacional (Galonde et al., 2012). O
mais determinante impedimento para a realizacdo da sintese enzimatica de €steres graxos de
aclicares ¢ a baixa solubilidade dos carboidratos em solventes organicos tradicionais. O
aspecto significativo ¢ que os solventes organicos capazes de solubilizar os carboidratos sao
altamente polares e prejudiciais a a¢do das enzimas. Portanto, uma alternativa a esses, ¢ a
utilizagdo de Lls, os quais tém sido utilizados para diversas rotas de catalise enzimatica com
bons resultados (Pereira et al., 2012). Em especial, o interesse ¢ pela classe de LIPs, objetivo
principal desta proposta de trabalho, uma vez que, estes materiais tém sido muito pouco
explorados em processos biotecnoldgicos.

A galactose ¢ um acucar simples ou monossacarideo. Pode também ser classificada
como uma hexose por ser um monossacarideo constituido por seis atomos de carbono.
Adicionalmente, a galactose pode existir em duas conformagdes espaciais que sao imagens
especulares uma da outra, tal como acontece com outros agucares: a D-galactose (forma mais
comum) e a L-galactose. Estes sdo denominados isOmeros Oticos ou enantidmeros e
classificados de acordo com a direcdo do desvio da luz polarizada. A D-galactose e a D-
glicose sdao considerados epimeros, pois diferem entre si em apenas um centro quiral. Os
papeis biologicos vitais da galactose sdo essencialmente o energético e o estrutural, sendo
encontrada como componente do dissacarideo lactose, que existe no leite, € € um constituinte

importante dos glicolipideos, dos proteoglicanos e das glicoproteinas (Lehninger, 1984). A
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galactose ¢ o substrato base para a biossintese de um éster graxo de agucar (oleato de
galactose), sendo o carboidrato modelo utilizado neste trabalho, uma vez que este substrato
possui fontes abundantes, de baixo custo e renovaveis. A Figura 3 apresenta a formula

estrutural da galactose.

CHO
H——C——OH
HO—C—H
HO——C—H
H——C——O0H HO OH
CH,0H

Figura 3. Estruturas da D-Galactose, monossacarideo utilizado nesse trabalho.

Os agucares sao soluveis somente em poucos solventes de alta polaridade, tais como
piridina, dimetilsulfoxido (DMSO) e dimetilformamida (DMF) (Galonde ef al., 2012). Porém,
estes solventes hidrofilicos tém sido considerados fortes desativadores de enzimas e sdo
incompativeis com aplicagdes para produtos de consumo, uma vez que sao toxicos (Yang &
Huang, 2012). Uma das explicagdes para o fato de que solventes organicos altamente polares
atuam desativando as enzimas reside na interacdo destes com a camada de agua ligada a
molécula proteica, que ¢ essencial para a manuten¢do da conformagdo cataliticamente ativa
das enzimas (Lehninger, 1984). Assim, a utilizacdo de solventes organicos mais apolares seria
a alternativa mais eficaz. Os diversos fendmenos envolvidos nas interagcdes enzima-solvente-
substratos-agua sdo tdo complexos e mutuamente ligados que a selecio do solvente mais
adequado nao pode ser baseada apenas no carater polar ou apolar dos solventes organicos
(mais estritamente no carater hidrofilico ou hidrofobico). Nesse contexto, os pesquisadores
tém manifestado um interesse crescente em LIs como uma alternativa para contornar o
problema da solubilidade de carboidratos e permitir a a¢do enzimatica de uma maneira
eficiente. E valido citar que a galactose tem apresentado bom desempenho no que diz respeito
a solubilidade da mesma em LIs. Como exemplo, a solubilidade da galactose em 1-etil-3-
metilimidazolio etilsulfato ([EMIM][EtSO4]) foi de 14% em massa a 55 °C (temperatura
proxima do interesse para o presente trabalho), segundo Carneiro et al. (2012). De acordo

com Mohan et al. (2015), a solubilidade da galactose nos Lls, 1-etil-3-metilimidazo6lio
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tiocianato  ([EMIM][SCN]) e o Tris (2-hidroxietil) metilaménio metilsulfato
([TMA][MeSQq4]), a 60 °C, sao em percentual massico, 11,94 e 2,20, respectivamente. Por
outro lado, a galactose apresenta a solubilidade em agua de 32,45 %, também a 55 °C
(Jonsdottir et al., 2002). A solubilidade da galactose em alguns solventes organicos
convencionais tem sido da ordem de aproximadamente 0,05 % de isopropanol, por exemplo, a
40 °C (Montaiés et al., 2007). Espera-se no presente trabalho encontrar um sistema adequado
de solubilizacdo da galactose para garantir a maxima solubilizacdo possivel, baseado na

utilizagdao de uma classe de LIPs.

2.1.2. Liquidos i6nicos e lipases

A necessidade do uso de tecnologias sustentaveis e a crescente exigéncia pela protecao
ambiental tém conduzido a procura por meios alternativos para a obtencao de diversos
produtos, e a industria segue rumo ao crescimento de processos realizados por catalise
enzimatica. Nesse sentindo, as enzimas podem ser obtidas a partir de células animais ou de
plantas, assim como de micro-organismos. A aplicacdo desses biocatalisadores na industria ¢
objeto de muitas investigagdes, devido a sua alta atividade catalitica comparada com os
catalisadores convencionais ¢ também ao fato de atuarem com alta eficiéncia em condigdes
suaves de reacdo (Dalla-Vecchia ef al., 2004). As enzimas sdo biocatalisadores versateis,
capazes de catalisar diferentes tipos de reacdes (Faber, 1997).

Especial atengdo tem sido dedicada a enzimas lipoliticas (lipases), devido a sua alta
atividade catalitica em diversos bioprocessos (Kazlauskas & Bornscheuer 1998). As lipases
(triacilglicerol acil-hidrolases E.C. 3.1.1.3) sdo reconhecidas como um importante grupo de
biocatalisadores (Castro & Anderson, 1995). Por este motivo, as lipases tém sido amplamente
utilizadas em multiplos segmentos biotecnologicos (Kazlauskas & Bornscheuer 1998). As
lipases podem ser obtidas a partir de diferentes fontes, dentre elas fungos, bactérias, plantas e
animais (Saxena ef al., 2003). Entre os possiveis processos catalisados pelas lipases, destaque
para a sintese de ésteres graxos de agucares, uma vez que estes apresentam expressiva
importancia para a vida cotidiana, sdo compostos inodoros e insipidos, podendo ser utilizados
como tensoativos em produtos alimentares, cosméticos e industria farmacéutica (Findrik et
al., 2016).

Os avangos biotecnolégicos na producdo industrial de lipases tém conduzido a uma
grande variedade de aplicagdes em diversos setores, como na producdo farmacéutica,

cosméticos, detergentes, alimentos, produtos de perfumaria dentre outros materiais (Gandhi,
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1997; Hasan et al., 2006). O interesse pelas lipases se deve a capacidade dessas enzimas
catalisarem algumas reagdes, dentre elas a esterificacdao, a qual € reversivel e resulta em altos
rendimentos a partir da otimizacdo de parametros experimentais, tais como, temperatura,
concentracdo do catalisador, relagio molar (carboidrato/acido graxo) a ser utilizada, entre
outros.

Reacdes de esterificacdes catalisadas por lipases em solventes organicos tém sido
amplamente relatadas (Walsh et al., 2009; Gumel ef al., 2011). Alguns destes solventes, como
exemplo, o terc-butanol, a acetona e a acetonitrila sdo frequentemente utilizados, por permitir
que as lipases mantenham sua conformagao tridimensional cataliticamente ativa (Abdulmalek
et al.,2012). Porém, ha limita¢cdes quanto a solubilidade dos carboidratos nestes meios (Yang
& Huang, 2012). Com essa problematica, os pesquisadores tém revelado grande interesse
pelos LIs como potencial alternativa para aplicagdo no desenvolvimento de processos
biotecnologicos baseados nas reagdes catalisadas por lipases, como atestam algumas das
inumeras publicagdes disponiveis (Ha et al., 2010; Abdulmalek et al., 2012; Galonde et al.,
2012; Yang & Huang, 2012; Fischer et al., 2013). Os LIs tém emergido como solventes que
podem ser capazes de substituir os solventes organicos tradicionais em varios tipos de
bioprocessos. No trabalho de Galonde ef al. (2012) ¢ citada a atividade residual da lipase para
o sistema de LIs 1-butil-3-metilimidazolio de trifluormetanossulfonato ([BMIM][TFO]) e 1-
metil-3-octilimidazolio de bis [(trifluormetil)-sulfonil] amida (JOMIM][Tf2N]) de cerca de
78% no sistema [BMIM][TFO]/[OMIM][T£2N] (1/1, v/v, 50 °C, 24 h) e 85% para os LIs no
sistema [BMIM][TFOJ/[BMIM][Tf2N] (1/1, v/v, 40 °C, 11 h), apos a enzima ser reutilizada
cinco vezes.

A atividade catalitica das enzimas, assim como sua estabilidade podem ser
influenciadas pela natureza dos Lls, estrutura e concentragao dos substratos, pH, entre outros
fatores (Moniruzzaman et al., 2010). Um ponto importante que merece ser destacado ¢ a
miscibilidade em agua que exerce grande influéncia sobre a catalise enzimatica, uma vez que
afeta a atividade termodindmica da agua (a,) no sistema (Bell ef al., 1995; Ventura et al.,
2012). Alguns solventes apresentam tendéncia a remover agua do microambiente que cerca a
enzima e a magnitude deste efeito pode levar a uma hidratacdo insuficiente e perda da
atividade catalitica do biocatalisador. Na presenca de Lls, a ativagdo ou inibi¢do de enzimas
podem decorrer de algumas interacdes entre os elementos do meio reacional. Os principais
fatores que mais influenciam no comportamento das enzimas na presenca de LIs sdo suas
propriedades fisico-quimicas, por exemplo, polaridade, viscosidade e hidrofobicidade

(Galonde et al., 2012).
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2.1.3. Coeficiente de partigao dos liquidos idnicos

A crescente producdo e utilizacdo dos LIs aumenta a probabilidade da sua emissao
para o ambiente, logo a importancia em avaliar a capacidade destes compostos de se espalhar
no ambiente. Um dos pardmetros mais importantes que permitem avaliar a mobilidade
ambiental dos LIs € o coeficiente de parti¢ao octanol/agua (K,w) (Rybinska et al., 2016).

O K,w ¢ uma medida da lipofilicidade de um composto e ¢ definido como a razdo da
concentracdo do mesmo, no equilibrio, apds dissolucdo em um sistema de duas fases,
formadas por dois solventes imisciveis, agua e octanol. O coeficiente de particao
octanol/agua, fornece informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas das substancias
estudadas, também descrevendo relagcdes quantitativas ambientalmente relevantes (Sangster,
1996; Poole & Poole, 2003; Berthod & Carda-Broch, 2004; Hermens et al., 2013).

A determinagao de K,, tem sido recomendada pelo programa de evolucdo de
compostos perigosos (OECD) (Watari et al., 1982). Nos ultimos anos, K, vem sendo muito
utilizado em varias areas, com um numero elevado de publicagdes divulgando a sua
correlagdo com outras propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos compostos (Mailhot &
Peters, 1988; Ferreira, 2001). Isto se deve ao fato do K, estar relacionado com a interagdao da
substancia em estudo com o meio, no que diz respeito a absorcao e transporte.

Ao longo das ultimas décadas, numerosos métodos para a determinacao experimental
ou a estimativa de valores de K, tém sido desenvolvidos, o mais classico é o Método shake-
flask (frasco agitado), no qual um analito é simplesmente repartido entre o octanol e a dgua
num tubo de ensaio (Sangster, 1996; Morikawa et al., 2016). Esta técnica experimental foi
utilizada neste trabalho.

Aliado a isso, a determinagdo do K,y dos LIPs tem um papel fundamental na reagao
enzimatica, uma vez que o mesmo avalia a hidrofobicidade e hidrofilicidade, tendo o
compromisso com a manutencao da estabilidade da enzima, pois, o LIP pode inativa-las se for
muito hidrossoluvel e retirar a camada essencial de agua que protege a enzima de se inativar,

ou seja, a camada de d4gua que mantém a estrutura tridimensional da enzima.

2.1.4. Viscosidade dos liquidos i6nicos

As propriedades reologicas de LIs sdo de grande interesse principalmente devido ao

crescente numero de aplicacdes industriais desses novos materiais. Essas propriedades
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fornecem informagdes essenciais na base molecular destes fluidos, bem como, os valores
necessarios para a concepcao de engenharia. A viscosidade, como uma propriedade de
transporte, tem um grande efeito sobre a taxa de transferéncia de massa e, assim, a
viscosidade do solvente ¢ um fator importante em nos projetos de todos os processos
quimicos (Moosavi & Daneshvar, 2014; Camargo et al., 2016).

A viscosidade ¢ um parametro importante na analise dos indices de desempenho das
reagoes enzimaticas. Os LIs sdo fluidos mais viscosos do que os solventes organicos
convencionalmente aplicados em bioprocessos (Galonde ef al., 2012). A alta viscosidade do
meio reacional pode impactar a limitagdo de transferéncia de massa. Ainda assim, a
viscosidade mais elevada dos LIs pode ser favoravel ao desacelerar as mudancas
conformacionais das proteinas, permitindo que as enzimas mantenham suas estruturas nativas
e, portanto, sua atividade (van Rantwijk et al., 2003).

Industrialmente ha uma tendéncia na utilizagdo de enzimas imobilizadas. A
imobiliza¢do da enzima em um determinado suporte sélido ins6luvel permite a mesma ser
recuperada e reutilizada. As limitacdes de transferéncia de massa sdo maximizadas em meios
muito viscosos, dessa forma, a analise da viscosidade dos LIPs tem como finalidade prever
essas limitagdes de transferéncia de massa intraparticulas, uma vez que a preparacao
enzimatica que serd utilizada em etapas posteriores ao presente estudo serd uma lipase

imobilizada.

2.2.  Esteres graxos de agtcares

Os ésteres graxos de aglcares sdo biossurfactantes normalmente sintetizados a partir
das reagdes de esterificacdo de acuicar com acidos graxos por meio de catalise quimica ou
biologica (Kosaric, 1993) com uma vasta aplicacdo industrial. Em adig@o, os ésteres graxos de
actcares sao moléculas anfipaticas que apresentam uma porcao apolar (hidrofébica) e uma
porg¢ado polar (hidrofilica), com isso, tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas
com diferentes graus de polaridade formando um filme molecular capaz de reduzir as tensoes
interfacial e superficial, o que lhes confere propriedades unicas, tais como detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade molhante e espumante, solubilizagdo e dispersao de
fases (Nitschke & Pastore, 2002).

Atualmente, os biossurfactantes utilizados na industria estdo sendo fabricados por

meio de rotas quimicas (Kobayashi, 2011), as quais usualmente exigem a utilizacdo de
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reagentes e catalisadores que podem causar problemas de segurancga sendo incompativeis com
aplicacdes para produtos de consumo humano, ja que deixam vestigios residuais nos mesmos.
A sintese quimica de ésteres graxos de acucares ¢ composta por multiplas etapas de protecao e
desprotecdo de grupos reativos que sao realizadas em condicdes severas de reacao, causando
baixa seletividade (Abdulmalek ef al., 2012). A combinacdo de catalisadores alcalinos e
elevadas temperaturas nestes processos quimicos ocasiona a formacao de subprodutos toxicos,
que podem ser alergénicos ou até mesmo carcinogénicos (Cauglia & Canepa, 2008).

O interesse pelo desenvolvimento de métodos enzimaticos para a sintese destes €steres
graxos de aglcares tem ganhado destaque nos ultimos anos, visto que, a sintese enzimatica
dos mesmos apresenta mais vantagens do que a sintese quimica por empregar condigdes
reacionais brandas de temperatura e pressdo, que acarretam uma economia de energia
(Vitisant et al., 2012) e uma redu¢do ou até mesmo eliminacdo da possibilidade de
degradacao de substratos e produtos (Abdulmalek ef al., 2012). Além disso, os procedimentos
enzimaticos sdao simples, capazes de alcancar uma alta produtividade, apresentam excelente
regiosseletividade com consequente elevada seletividade e facil separagao do produto (Gumel
et al., 2011). Esses aspectos fazem da rota enzimatica uma alternativa atrativa do ponto de
vista industrial em termos de viabilidade econdmica e em relagdo ao desenvolvimento de

processos ambientalmente seguros.

2.2.1. Aplicacdes industriais

A principio, o maior mercado para os biossurfactantes era a industria petrolifera, onde
sao utilizados na producao de petrdleo ou vinculados em formulagdes de oleos lubrificantes
(Vandyke et al., 1991).

Outras aplicacdes compreendem a biorremediacdo e dispersdao no derramamento de
6leos, a remocao e mobilizacao de residuos de 6leo em tanques de estocagem, e a recuperagao

melhorada de petroleo.
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Atualmente, as aplicagdes estdo distribuidas entre os mais variados setores industriais

(Nitschke & Pastore, 2002), conforme pode ser observado pela Tabela 1 que mostra

resumidamente outros campos de utilizagao dos biossurfactantes.

Tabela 1. Algumas aplicagdes comerciais dos biossurfactantes.

Fungdes

Campos de aplicacao

Emulsionantes e dispersantes

Solubilizantes

Agentes molhantes e penetrantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes

Fator de crescimento microbiano

Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes
Fungicida

Agente de recuperacdo

Cosmeéticos, tintas, biorremediacao, 6leos,
alimentos

Produtos farmacéuticos e de higiene
Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas
Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flotagao de
minérios

Tintas e alimentos

Tratamento de residuos oleosos

Tratamento de residuos, recuperagao de
petroleo
Transporte em tubulagdes, oleodutos

Misturas carvao-agua, calcareo-agua
Controle biologico de fitopatdgenos

Recuperacao de petroleo (MEOR - Microbial
Enhanced Oil Recovery)

Fonte: Adaptado de Nitschke & Pastore, 2002.
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3. Objetivos

3.1.  Objetivo geral

O proposito principal da presente pesquisa € identificar liquidos i6nicos proticos para
serem aplicados em biocatalise, com foco na sintese enzimatica de ésteres graxos de agucares,

de interesse econdmico e industrial.

3.2.  Objetivos especificos

3.2.1. Sintese de liquidos i6nicos proticos

. Sintese de LIPs mono e polieletroliticos, por uma reagao de Bronsted, procurando
estruturas funcionais que promovam uma melhor solubiliza¢do do carboidrato;

. Analise espectrométrica (infravermelho por transformada de Fourier — FTIR,
ressondncia magnética nuclear — 'H-RMN) dos novos LIPs para fins de identificagdo das
estruturas quimicas desses materiais;

. Analise das propriedades termodinamicas (massa especifica e velocidade de
propagacdo do som) com o intuito de obter uma caracterizacdo mais completa dos LIPs

sintetizados.

3.2.2. Estudo dos liquidos i0nicos proticos como solventes potenciais para a sintese

enzimatica de ésteres graxos de agucares

. Determinacao do coeficiente de particao dos LIPs no sistema octanol/agua para avaliar
a hidrofobicidade e hidrofilicidade dos mesmos, tendo em mente o compromisso com a
manutencao da estabilidade enzimatica;

. Analise da viscosidade dos LIPs para fins de previsdo quanto as possiveis limitagdes
de transferéncia de massa, uma vez que a preparagdo enzimatica que serd utilizada em etapas
posteriores ao presente estudo sera com lipase imobilizada em suporte solido insoluvel;

. Investigagdo da solubilidade da galactose nos LIPs buscando um sistema configurado
para maximizar a solubiliza¢do deste carboidrato, o que possibilitara incrementos nas taxas de

conversao posteriormente.
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4. Material e métodos

4.1.  Procedimento experimental para a sintese de liquidos i1dnicos préticos
Os reagentes utilizados na preparagdo dos LIPs foram fornecidos por Synth® e Vetec®,
com qualidade de alta pureza e armazenados em condigdes de baixa umidade e temperatura

constante (Tabela 2).

Tabela 2. Purezas dos acidos e bases usados na sintese de LIPs.

Componente Pureza (% peso seco) Marca
Monoetanolamina 99,0 Vetec
Dietanolamina 98,0 Synth
Acido férmico 85,0 Synth
Acido latico 85,0-90,0 Synth
Acido salicilico 99,0 Vetec
Acido oxilico 99,5 Synth
Acido succinico 99,0 Synth
Acido maleico 99,0 Synth
Acido adipico 99,8 Vetec
Acido citrico 99,5 Synth

Todos os demais reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau analitico P.A. ¢ a
agua empregada foi destilada. A sintese dos LIPs se baseia na reacao de Bronsted entre acidos

e bases que estdo indicados na Tabela 3, de acordo com a metodologia descrita por Alvarez et

al. (2010).



Tabela 3. Formulas estruturais dos reagentes para a sintese dos LIPs.

Monoetanolamina Dietanolamina
REAGENTES
9
¢ . 2-Hidroxi
iAcu?o L NS* Dietanolamina
formico .
Formiato
Acido 2-Hidroxi Etanolamina . 2-H1drox¥
L, Dietanolamina
latico Lactato
Lactato
v)
Acido " .2-H1drox¥
salicilico Q NS Dietanolamina
o Salicilato
¢ 2-Hidroxi
Ac,u.io NS* Dietanolamina
oxalico
Oxalato
¢ 2-Hidroxi
Ac}d? NS* Dietanolamina
succinico it
Succinato
¢ 2-Hidroxi
Acu?o .c}“ NS* Dietanolamina
maleico
% Maleato
Acido ; ' 2-Hidréxi Etanolamina . 2-H1drox¥
adipico Adipato Dietanolamina
p p Adipato
Acido ) 2-Hidroxi Etanolamina %
ey . NS
citrico Citrato
J =

*NS — Nao Sintetizado
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Como indicados na Tabela 3 os LIPs sintetizados para o presente trabalho foram: 2-
HDEAF - 2-Hidréxi Dietanolamina Formiato; 2-HEAL - 2-Hidroxi Etanolamina Lactato; 2-
HDEAL - 2-Hidroxi Dietanolamina Lactato; 2-HDEASa - 2-Hidroxi Dietanolamina
Salicilato; 2-HEAAd - 2-Hidréxi Etanolamina Adipato; 2-HDEAOx - 2-Hidroxi
Dietanolamina Oxalato; 2-HDEAMa - 2-Hidroxi Dietanolamina Maleato; 2-HDEASu - 2-
Hidréxi Dietanolamina Succinato; 2-HDEAAd - 2-Hidroxi Dietanolamina Adipato e o 2-
HEAC: - 2-Hidréxi Etanolamina Citrato.

Na sintese de LIPs ¢ preciso haver certo cuidado com o controle da temperatura, uma
vez que o aquecimento pode levar a degradagdo dos reagentes ou produtos. Geralmente as
reagoes de sintese dos LIPs sdo extremamente exotérmicas, logo, fez-se necessario a
preparagdo de um banho de gelo. A amina foi totalmente depositada no reator e o acido
acrescentado gota a gota sob agitagdo mecanica por um periodo de 24 horas a temperatura
ambiente, cerca de 28 °C. O reagente limitante ¢ o0 menos volatil. As massas de &cido e base
foram calculadas por estequiometria com base nas suas estruturas quimicas e massas
moleculares. Em seguida, prosseguiu-se a etapa de purificacdo, onde o LIP sintetizado foi
submetido ao aquecimento de aproximadamente 50 °C para retirada do composto volatil e de
toda a umidade adquirida, uma vez que os LIPs sdo altamente higroscopicos. Apds essa etapa
de purificagdo esses LIPs foram devidamente envasados e armazenados no laboratério.

As Figuras 4 e 5 mostram, respectivamente, as estruturas das reagdes que formam os

LIPs e a aparéncia geral destes sintetizados.

(0] o
HO\/\ + )J\ — HO
NH, R \/\ .
OH N'Hj; R o

+H,

0o
H
+ N
/\/ N\/\ )L > /\/ \/\
HO OH R OH HO OH R o

Figura 4. Estrutura das moléculas das reacdes acido-base que formam os LIPs.
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Figura 5. LIPs sintetizados no presente estudo.

Fonte: Arquivo do grupo de pesquisa em LIPs.

4.2.  Caracterizagdo dos liquidos i6nicos préticos
4.2.1. Analise instrumental
4.2.1.1. Analise por Ressondncia Magnética Nuclear ('H-RMN)

Com o intuito de identificar os grupos quimicos presentes nos LIPs estudados, foi feita
a analise de "H-RMN (impotante técnica de pesquisa que explora as propriedades magnéticas
de grupos atomicos para determinagdo de estruturas de espécies quimicas), (Paiva et al., 2000;
Silverstein & Webster, 2000). Os espectros RMN dos LIPs foram obtidos com o
Espectrometro de Ressonincia Magnética Nuclear Bruker Ascend Ultrashield™ Plus-EDS
600 MHz, utilizando agua deuterada como solvente para a preparagdo das amostras. Os
espectros foram processados com o software Mestre-C (Mestrelab Research Inc.). A
preparacdao da amostra envolve a dissolugdo de 100 pL desta em 500 pL. de agua deuterada.
Um capilar padrao (espessura de 5 mm) para referéncia externa foi introduzido co-axialmente
no tubo contendo 0,1 M de acido 3-(Trimetilsilil)-Propidnico-D4 deuterado (TSP) em DMSO.
O sinal do TSP a 0 ppm foi usado para determinar a concentracdao absoluta do espectro de
préton 1D e o DMSO foi utilizado para travamento do deutério. A integral do sinal do 'H-
RMN de TSP no capilar foi calibrado com uma amostra de 0,2 M de sacarose dissolvida em
D,0 e transferida para um tubo de RMN. O préton anomérico de glicose que aparece a 5,2
ppm foi escolhido para calibragdo. O tempo de aquisi¢do foi de 2,7 segundos, e a temperatura
da sonda de 25 °C. Aquisi¢do com 32 scans, sem giro de amostra (spin off). Os espectros

correspondentes aos LIPs estudados encontram-se no Apéndice 1.
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4.2.1.2. Analise por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Através da espectroscopia FTIR (método de espectroscopia infravermelho amplamente
utilizado para identificar um composto ou investigar a composi¢do de uma amostra
especialmente para a diferenciacdo e observagao de grupos funcionais, o qual se baseia no
fato de que as ligagdes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibragdes
especificas), foram obtidos os espectros através do equipamento Bruker Vertex 70 RAM II,
configurado para trabalho a média e a alta frequéncia (900-20 cm™), utilizando o método por
Reflexao Total Atenuada ATR. O dispositivo tem uma resolugao de 0,10 cm’ e uma relagio
sinal-ruido de 5s de 12.000:1, com 75% de atenuacdo da luz. Com as analises por FTIR foi
possivel realizar a confirmagdo dos grupos quimicos presentes nas substincias de interesse.

Esses espectros correspondentes aos LIPs estudados sao encontrados no Apéndice 1.

4.2.2. Medicao de propriedades fisicas

Os LIPs analisados neste trabalho sdo substancias inovadoras, consequentemente, nao
ha na literatura medidas de propriedades fisicas em numero significativo, at¢ o melhor de
nosso conhecimento, salvo alguns dados isolados para alguns dos LIPs (2-Hidroxi
Etanolamina Acetato e o 2-Hidroxi Etanolamina Proprionato) (Kurnia & Mutalib, 2011a;
Kurnia et al., 2011b, 2011c; Taib et al, 2013) e algumas medigdes do proprio grupo de

pesquisa. Portanto, as medi¢des aqui apresentadas sdo as primeiras feitas até o momento.

4.2.2.1. Medidas de massa especifica e velocidade de propagac¢do do som

As medidas de massa especifica e velocidade de propagacao do som dos LIPs foram
realizadas utilizando o equipamento ilustrado na Figura 6 (Densimetro e Analisador de Som
Anton Paar DSA-48), com uma precisio de +5.10° g.cm° para massa especifica ¢ de £107°

m.s ', para velocidade de propagacio do som.
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o=|:

Célula de Vel. do Som

\

Célula de Densidade: i)

(— m—

Termostato Peltier

(a) (b)

Figura 6. (a) Densimetro e analisador de som Anton Paar DSA-48; (b) Interior da célula de medida de massa
especifica e da célula de medida de velocidade de propagacdo do som.

Fonte: Arquivo do grupo de pesquisa em LIPs.

As células de massa especifica e velocidade de propagacdo do som estdo interligadas,
Figura 6, onde sdao preenchidas sucessivamente. Para uma correta medida de massa especifica
e de velocidade de propagacao do som, a amostra deve ser introduzida lentamente evitando a
formacao de pequenas bolhas. A quantidade de amostra utilizada para cada medida foi de 2
mL e a incerteza na medida dessas propriedades foi de £10™* g.cm™ para massa especifica e
+5.10"' m.s™', para velocidade de propagacio do som. Abaixo segue uma melhor descricdo da
medicao dessas propriedades:

A determinagdo da massa especifica consiste na medida da frequéncia de ressonancia
de um oscilador mecanico a uma temperatura fixa. O oscilador ¢ excitado eletronicamente e
sua frequéncia de vibragdo ¢ modificada com a insercdo da massa especifica do liquido na
c€lula. A célula ¢ um tubo de vidro com formato de U situada em uma caixa de vidro.

Para a termostatizacdo da amostra, ¢ utilizado um termostato para a medida de
temperatura ¢ um elemento semicondutor Peltier (o principio de Peltier se baseia na produgao
de um gradiente de temperatura na jun¢do de dois condutores de materiais diferentes
submetidos a uma tensao elétrica em um circuito fechado, visando manter condigdes
isotérmicas durante as medigdes), no qual a polaridade da corrente elétrica dependera se a
diferenca entre a temperatura da célula e a nominal € positiva ou negativa, alcangando uma

precisdo de £107 K.
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O sistema mecanico ¢ excitado no interior da célula, levando-o a uma condi¢do de
ressondncia. Através de um leitor de quartzo incorporado a célula, mede-se o periodo de
oscilagdo a cada 2 segundos (aproximadamente), transmitindo o valor ao processador. O
principio de medida destes equipamentos ¢ fundamentado na mudanga do periodo natural de
oscilagdo de um oscilador de massa m e volume interior V), ao ser preenchido com o liquido
do qual se quer determinar a massa especifica p, com relagdao ao periodo de oscilagdo quando
esta vazio.

Para a medicao de velocidade de propagacdo do som o processo € exatamente igual a
de massa especifica, resume-se em uma cavidade, a qual estd rodeada lateralmente por um
receptor € um transmissor de pulsos de ultrassom. A medida da velocidade de propagacao do
som ¢ baseada na ressonancia de uma cavidade de comprimento conhecido, preenchida com a
amostra, submetida a pulsos ultrassonicos na direcdo do eixo da cavidade.

A massa especifica foi medida na unidade g.cm™, e a velocidade de propagagdo do

-1
som €m m.S .

42.2.2. Correlagao de dados

As propriedades fisicas medidas dos LIPs foram correlacionadas como fungdo da

temperatura de acordo com a Equacao 1:

(1

Sendo P a propriedade, massa especifica (g.cm™) ou velocidade de propagacio do som
(m.s™), A representa os pardmetros de correlagdo, T representa a temperatura absoluta e N
representa a extensdo da série matematica.

Os parametros de correlagdo foram obtidos pelo método dos minimos quadrados
aplicando o algoritmo de Marquardt, dando o mesmo peso a todos os pontos. A raiz dos
desvios quadraticos médios (o) foi calculada utilizando a Equagdo 2, na qual Z ¢ o valor da

propriedade fisica (experimental e predita) e npar 0 nimero de dados experimentais.
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1/2
o= (Z?:Di” (Zexp - Zpred)2> (2)

Npar

Os dados experimentais das massas especificas e velocidades do som dos LIPs
estudados nesse trabalho estdo no Apéndice III. Os parametros de correlacdo e a raiz dos

desvios quadraticos médios sdo encontrados na Se¢ao de Resultados e discussao.
4.2.2.3. Predicao de propriedades termodinamicas

Para a predicdo de massa especifica e velocidade de propagacdo do som dos LIPs
foram utilizados os seguintes modelos:

O modelo pelo Indice de Conectividade Massica (ICM) (Valderrama & Rojas, 2010),
o modelo de Mchaweh-Nasrifar—Moshfeghian (MNM) (Mchaweh et al., 2004), e as equagdes
de estado de Rackett e Spencer-Danner-Rackett (R e RM) (Rackett, 1970; Spencer & Danner,
1972) para massa especifica. Para a predicdo da velocidade de propagacdo do som destes
novos materiais, foi aplicado o modelo da Teoria do Fator de Colisdo, sigla em inglés - CFT -
Collision Factor Theory (Schaaffs, 1975), embora existam muitos modelos de estimagdo de
propriedades, a maioria deles ndo ¢ desenhada para substancias de comportamento ndo ideal
ou alto peso molecular. Para a predigdo dessas propriedades, por exemplo, foi preciso
entender a complexidade da substincia em estudo, sua configuragdo molecular, tipos e
quantidades de grupos moleculares, além da expressiva influéncia da temperatura nas
propriedades medidas.

A seguir ¢ encontrada uma descricdo mais detalhada de alguns modelos aplicados para

predicdo dessas propriedades.
4.2.2.3.1. Predicao de massa especifica

Modelo de Mchaweh-Nasrifar-Moshfeghian (MNM)

No presente trabalho, foi aplicada uma simplificagdo da equag¢do de Nasrifar-
Moshfeghian para a predicdo de massa especifica de liquidos (Mchaweh et al., 2004),
substituindo o termo de Mathias & Copeman por outro termo encontrado na equacdo de

estado de Soave-Redlich-Kwong (SRK). Essa substituicdo tem superado as limitagdes no uso
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do modelo original, que sdo devidas aos parametros dependentes da pressdao de vapor (Saha &
Das, 1997).

O modelo de Nasrifar-Moshfeghian (NM) requer trés parametros para cada composto,
que nem sempre estdo disponiveis. Na auséncia destes parametros, a correlacdo de NM falha
em predizer a massa especifica de compostos puros e de suas misturas. A modificacao deste
modelo, Mchaweh-Nasrifar-Moshfeghian (MNM), supera essa barreira através da substituicdo
do parametro de a da equacdo de estado preditiva de Soave-Redlich-Kwong (PSRK) pelo
termo original asgx de SRK, equagdo de estado de Soave-Redlich-Kwong (SRK). O termo,

asrk € definido em relagdo a temperatura reduzida (Tr), de acordo com a Equagao 3:

tgri = [1+m(1— JTg]” 3)

Onde m ¢ dado através da relacdo abaixo (Equagdao 4) como fun¢do do fator acéntrico

(w):
m = 0,480+ 1,574w — 0,176 w? 4)
Com a revisao do modelo apds a substituicao tem-se a Equacao 5:
Ps = Pepol1 + Bsr (aspx — 1] )
Sendo pc a massa especifica critica € o parametro osgx ¢ 0 novo valor caracteristico

para cada composto.

Onde py ¢ a massa especifica de referéncia, calculada pela Equacao 6:

1 2 3 4 (6)
po =1+ 1,16913 + 1,81873 — 2,65873 + 2,16113

E 1, a variavel dependente da temperatura, definida pela Equacao 7:

T=1—<TR) ()
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As propriedades criticas (Tc e Pc) dos LIPs assim como os fatores acéntricos
requeridos foram estimados por um método de contribuicdo de grupo de acordo com os
conceitos de Lydersen & Joback-Reid, proposto por Valderrama & Robles (2007). Nos casos
em que dsrk nao estd disponivel, Mchaweh ef al. (2004) propOs a seguinte equacao como

funcao do fator acéntrico (Equagao 8):

Ssrx = 0,1596w — 0,0319 (8)

Os desvios dos valores de massa especifica preditos por este método em relagdo aos

valores experimentais sdo encontrados na Secao de Resultados e Discussao.

Equacgoes de Estado de Rackett (R) e Spencer-Danner-Rackett (RM)
Na Equacao 9 esté explicita a equacgdo de estado de Rackett (Rackett, 1970):

Sendo Tr a temperatura reduzida, T, e P, sdo as propriedades criticas dos compostos,
M ¢ a massa molar e 3 € o fator de compressibilidade critico (Z.) ou o parametro de estrutura
molecular de Rackett (Zra), (Rackett, 1970; Spencer & Danner, 1972), (Equacao 10), o qual

varia de acordo com o fator acéntrico conforme a equagao:
Zra = 0,04w? — 0,099w + 0,2908 (10)

Modelo pelo Indice de Conectividade Mdssica (ICM)

O indice de conectividade massica (ICM), baseado no fator de conectividade
molecular foi utilizado para identificar as contribuicdes de grupos funcionais e quantificar a
extensao da ramificacdo de uma molécula (Valderrama & Rojas, 2010). Os dados necessarios
sdo: grupos moleculares que formam a molécula e a massa molecular dos grupos funcionais.
O indice pode ser utilizado como uma variavel em correlacdes generalizadas para estimar a
massa especifica dos LIPs. Designado por A, leva em consideragdo o tipo de ligagdes entre os
grupos e amassa de tais grupos.

Seguindo os conceitos desenvolvidos por Randic (1975), o indice de conectividade

massica ¢ definido como descrito na Equagao 11:
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- 2w, v

tj

Onde, m; e m; sdo as massas de grupos funcionais vizinhos 7 € j em uma molécula, e a
conexdo m;m; ¢ diferente de mm;.
A relagdo entre a massa especifica (p) e o indice de conectividade massica (A) ¢ linear

(Valderrama & Rojas, 2010) e esta descrita na Equagao 12:

p=py—3119-10731- (T — T,) (12)

Sendo po um valor de massa especifica medido em uma temperatura de referéncia T).

4.2.2.3.2. Predicao de velocidade de propagacao do som

Teoria do Fator de Colisdo (CFT)

O emprego de técnicas ultrassonicas em aplicagdes termodinamicas tem despertado
um crescente interesse nos ultimos anos, pois, a partir do conhecimento desta propriedade, ¢
possivel estimar, por exemplo, a capacidade calorifica em misturas e de compostos puros
também, realizar estudos de compressibilidade ou de simples medidas de concentracdo. A
velocidade de propagacdo do som ainda ¢ escassa para muitos compostos, mesmo sendo
continuamente avaliada nos ultimos anos. Esse método, embora projetado para misturas
apresentou resultados qualitativos na aplicagdo em compostos i6nicos puros. Os dados
experimentais de velocidade de propagacdo do som desse trabalho de pesquisa foram
comparados com valores determinados pela Collision Factor Theory (CFT) (Gonzalez et al.,
2001), o qual ¢ dependente dos fatores de colisdo entre as moléculas, de acordo com a

Equagdo 13:

Ueo X X;S; X x;B; (13)
Vin

Onde u, ¢ 1600 m.s"l, S; € o fator de colisdo para cada composto, B; ¢ o volume

molecular por mol para cada composto, e V,, é o volume molar.
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Os fatores de colisdao (S) para os solventes puros usados no calculo de CFT foram
calculados a partir dos valores experimentais de velocidade de propagacdo do som e dos
volumes molares. O volume molar caracteristico para cada composto foi calculado pelo
método de contribui¢do de grupo de Bondi (1964).

Para a realizacdo dos célculos acima, referentes ao item 4.2 foram utilizados os
softwares Excel” e SigmaPlot.

Os desvios dos valores de velocidade de propagacdo do som preditos por este método

em relagdo aos valores experimentais sdo encontrados na Se¢do de Resultados e Discussao.

4.3. Planejamento experimental para o processo de sintese enzimatica de €steres graxos de

agucares

4.3.1. Coeficiente de partigao dos liquidos idnicos préticos

O coeficiente de particdo € o parametro mais usado para descrever quantitativamente
os efeitos dos solventes nas reagdes enzimaticas. No presente trabalho, foi utilizado o sistema
bifasico octanol/dgua para a determinagdo da concentracao de cada LIP em ambas as fases.
Em um experimento tipico, uma massa conhecida do LIP foi adicionada a um sistema de
massas definidas de octanol/agua em tubos de ensaio. Apds agitacdo vigorosa, o sistema foi
mantido em repouso por um periodo de 9 horas isotermicamente para a completa particao do
LIP nessas duas fases (aquosa e organica). De posse da concentracdo do LIP na fase aquosa
(calculada de forma gravimetricamente), a concentragdo do LIP na fase orgénica foi obtida
por balango de massa. Os resultados possibilitaram a construcdo de uma escala com os
resultados dessa propriedade para uma gama de LIPs que foram investigados como potenciais
meios de reacdo para a sintese enzimatica de ésteres graxos de aclcares (uma importante
classe de biossurfactantes).

Nesse trabalho, foi relatado o K, dos LIPs nas temperaturas 25 °C e 40 °C, podendo
ser encontrados na Se¢do de Resultados e Discussdo. Segue uma descri¢do detalhada do
procedimento de determinagdo do coeficiente de particdo (K,w) no sistema octanol/agua para

os diferentes LIPs.

Determinagdo do coeficiente de parti¢do
O processo de medicao do coeficiente de particao foi realizado com octanol fornecido

pela empresa Synth” e 4gua destilada.
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Um total de dez LIPs foi testado nos experimentos, com o objetivo de identificar quais
desses LIPs sdo candidatos promissores a sintese enzimatica de €steres graxos de aglcares, a

Tabela 4 contém os LIPs testados nesse trabalho.

Tabela 4. Nomenclatura dos LIPs sintetizados e utilizados nos testes de laboratério.

LIP Nomenclatura
2-HDEAF 2-Hidroxi Dietanolamina Formiato
2-HEAL 2-Hidroxi Etanolamina Lactato
2-HDEAL 2-Hidroxi Dietanolamina Lactato
2-HDEASa 2-Hidroxi Dietanolamina Salicilato
2-HEAAd 2-Hidroxi Etanolamina Adipato
2-HDEAOx 2-Hidroxi Dietanolamina Oxalato
2-HDEAMa 2-Hidroxi Dietanolamina Maleato
2-HDEASu 2-Hidroxi Dietanolamina Succinato
2-HDEAAd 2-Hidroxi Dietanolamina Adipato
2-HEACi 2-Hidroxi Etanolamina Citrato

Um esquema geral resumido do procedimento experimental realizado para a

determinacao do coeficiente de particao (K,y) pode ser visto na Figura 7.

Preparo da mistura: Agitacao por 10
Agua, Octanol e LIP minutos

Repouso da solucao
em banho Retirada de aliquota
termostatico por 9h da fase aquosa
a 25°Cou 40°C

Verificacao da
estabilidade da
massa

Secagem da
aliquota

Figura 7. Fluxograma para a determinagdo do coeficiente de partigao.
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Inicialmente foi preparada uma mistura contendo agua, octanol e LIP com quantidades

massicas de 2,5 g, 2,5 ge 0,03 g, respectivamente (Figura 8).

Figura 8. Misturas octanol-agua ¢ LIP para calculo do coeficiente de particdo dos LIPs.

A mistura preparada foi agitada manualmente de forma vigorosa por cerca de 10
minutos e posta para repousar em um banho termostatico a temperatura constante de 25 °C e
outra a 40 °C por um periodo de 9 horas, cada. As misturas foram preparadas em duplicata
com as mesmas quantidades de reagentes, em massa, para ambas as temperaturas.

Apbs o periodo de repouso, pode-se observar a formacao de duas fases na mistura:
uma aquosa ¢ outra organica. Uma aliquota de 1 mL da fase aquosa foi retirada com o auxilio
de uma seringa e colocada para secar na estufa a uma temperatura média de 60 °C. Essa
temperatura foi escolhida com o objetivo de evaporar a dgua sem degradar o LIP. O processo
de secagem consistiu em verificar a massa da amostra ap6s intervalos de 1 hora na estufa.
Apos estabilizagdo da massa, supos-se que toda a agua contida na amostra foi evaporada, e
entdo a secagem foi interrompida. Os valores das massas estabilizados foram utilizados nos
calculos para o coeficiente de particdo (por balango de massa).

Para o calculo do coeficiente de particdo tém-se como dados: massa de LIP
(My1p,mistura)» Massa de octanol (Mocr misturq) € Massa de dgua (My, o mistura)» Utilizados na
preparacdo da mistura.

Apds a secagem da aliquota retirada da mistura (Figura 9), compreende-se que tem

apenas LIP no recipiente utilizado.
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()

(b)

Figura 9. (a) Aliquota de 1 mL da solugdo aquosa. (b) Pesagens das aliquotas depois de secas na estufa.

A massa do liquido i6nico protico (Myp qiiquote) fo1 entdo medida e os calculos do

coeficiente de particdo foram realizados seguindo a descrigdo abaixo.

Célculo da concentracdo massica de liquido idnico na aliquota retirada da fase aquosa

da mistura:

Para tal célculo, utilizou-se o valor da massa da aliquota retirada ¢ da massa de LIP

apos a secagem, obtendo assim, o valor de concentragdo em massa de LIP por massa de dgua

na aliquota, Equacao 14.

leP,all’quota

[LIP]all’quota =

Maiiquota —

leP,aliquota

(14)

Para encontrar a massa de liquido i6nico na fase aquosa na mistura, multiplicou-se o

valor da concentragdo massica obtida (Equagdo 14) pela massa total de agua utilizada na

mistura através da Equacao 15.

Myip misturaH,0 — [LIP] aliquota X My, 0mistura

mLIP,aliquota

Maiiquota — MLIP,aliquota

X mH2 Omistura

(15)
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A concentragdo de LIP na fase aquosa foi entdo calculada pela Equagao 16:

mLIP,misturaHZO (16)

[LIP]mistura,Hzo = n
mHz O,mistura mLIP,misturaHzo

A massa de LIP que ndo estd na fase aquosa, encontra-se na fase organica (Equacao

17), logo:

Myp,misturaoct = Myipmistura — MMLIP,misturaH,0 (17)

A concentragdo de LIP na fase organica pode entdo ser encontrada através da Equagao
18:

My1p,mistura0CT (18)

[LIP]mistura,OCT = n
mOCT,mistura mLIP,misturaOCT

Com os valores de concentragdo de LIP na fase aquosa e organica, ¢ possivel calcular

o coeficiente de particao utilizando a Equagao 19:

[LIP]mistura,OCT (19)
[LIP] mistura,H,0

Kow =

Apesar dos avangos obtidos em termos de minimizacdo de erros experimentais para o
processo experimental do coeficiente de parti¢do, sao muitas as causas que podem conduzir a
uma ndo uniformidade. E preciso observar todas as fontes de erros, pois, em qualquer medida
ha certo grau de incerteza. Erros sistematicos no que se refere, por exemplo, as pesagens
oriundas de uma falta de calibragdo como também erros de manipulagdo sdo responsaveis

pelos problemas desencadeados no processo em questao.
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4.3.2. Viscosidade dos liquidos i6nicos proticos

Neste trabalho foram estudadas as viscosidades dos LIPs a diferentes temperaturas,
(50, 60 e 70 °C). Em todas estas medigdes, a viscosidade tem sido considerada como uma
fungdo apenas da temperatura.

O procedimento experimental para a determinagdo da viscosidade em cada uma das

temperaturas é descrito a seguir.

Determinacdo da viscosidade
As viscosidades dinamicas das amostras puras de LIPs foram medidas usando um
Redmetro Brookfield Digital Modelo DV-III a diferentes temperaturas, com spindle

apropriado segundo recomendacdes do fornecedor para a reologia em estudo (Figura 10).

Figura 10. Reometro utilizado para medir a viscosidade - Brookfield Digital Rheometer Model DV — I11.

O instrumento ¢ equipado com cilindros de diametros diferentes (spindles), onde é
utilizado o cilindro adequado conforme a viscosidade do fluido. Para os LIPs estudados neste
trabalho foi utilizado um Spindle de referéncia S-27. O viscosimetro foi acoplado a um banho
termostatico, permitindo assim mensurar a viscosidade dos LIPs no intervalo de 50 a 70 °C,
com precisdo na temperatura de 0,5 °C. E importante ressaltar que nesse viscosimetro foram

efetuadas leituras de viscosidade automaticamente a cada temperatura.
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Com os resultados obtidos foi possivel a constru¢do de uma escala de viscosidade para
os LIPs avaliados, permitindo avancar na caracterizacao destes solventes e identificacdo dos
possiveis meios mais promissores para a realizagdo das reagdes enzimaticas, inclusive para a

interpretagdo dos resultados obtidos a partir da catalise enzimatica.

4.3.3. Solubilidade da galactose nos liquidos i6nicos préticos

Um dos mais importantes impedimentos para a realizacdo da sintese enzimatica de
¢ésteres graxos de agucares ¢ a baixa solubilidade dos carboidratos em solventes organicos
tradicionais. Uma alternativa a estes, ¢ a utilizagdo de LIPs, objetivo principal desta proposta
de trabalho. Sendo assim, a solubilidade da galactose, carboidrato modelo desta pesquisa foi
avaliada em cada um dos LIPs na temperatura de 60 °C, sendo esta a temperatura de interesse
para atuacdo da preparagdao enzimatica que sera utilizada nas etapas seguintes deste trabalho.

Em um ensaio tipico de determinacdo de solubilidade, solugdes saturadas dos LIPs
contendo galactose foram preparadas a 60 °C, conhecendo-se a massa de carboidrato
adicionada e a massa de LIP contido no reator encamisado acoplado a um banho-maria
termostatizado. Ap0s agitacao vigorosa, a solu¢ao foi mantida em repouso por um periodo de
9 horas para a completa separagdao da fase solida e liquida, possibilitando determinar a
concentracdo de galactose na fase liquida por meio do método gravimétrico. Os resultados sao
de grande valor decisivo para a escolha dos LIPs que serdo empregados nas reagdes sintéticas
catalisadas pela lipase, possibilitando a construcao de uma escala de solubilidade da galactose
a 60 °C em funcao do tipo de LIP.

A combinagdo dos resultados de coeficiente de particdo dos LIPs, viscosidade dos
LIPs e solubilidade da galactose nos LIPs s3o as ferramentas chave para a definicdo das
proximas etapas, com base no conhecimento de como estes fatores podem interferir na

atividade catalitica da lipase.

Determinagdo da solubilidade da galactose
O processo de investigacdo da solubilidade da galactose em LIPs foi realizado com a
galactose com qualidade de alta pureza fornecida pela empresa Dindmica®. A Figura 11

descreve o esquema desse procedimento experimental.
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PROCEDIMENTO DE SOLUBILIDADE DA GALACTOSE NOS LIPS

PESAGEM DO LIP

AGITACAO CONTINUA
DA MISTURA
LIP + GALACTOSE

PREPARO DO BANHO
TERMOSTATICO A 60°C

PESAGEM DA
GALACTOSE

DBTEN(;ﬁD DA BANHO
MISTURA SATURADA ( TERMDETAT[CD A6D°C
DE GALACTOSENOLIP POR UM PERIODO DE $H

- : PESAGEM DA MASS5A
FILTRACAO A VACUO DE GALACTOSENO
PAPEL DEFILTRO

CALCULO DA
SOLUBILIDADE DA
GALACTOSE NOLIP

Figura 11. Fluxograma do procedimento experimental do processo solubilidade da galactose nos LIPs.

Inicialmente foi pesada uma massa de aproximadamente 2,0 g de cada LIP em tubos
de ensaio e posteriormente foi adicionada massas de galactose, inicialmente cerca de 10% do
valor da massa de LIP foi agregada até a obtencdo de uma mistura saturada de LIP +
carboidrato. As misturas preparadas foram agitadas manualmente por alguns minutos e
colocadas em um banho termostatico previamente aquecido a 60 °C por um periodo de 9
horas (as massas do carboidrato foram adicionadas a mistura a medida que a mesma
solubilizava). Apos o periodo de nove horas de agitacdo e solubilizacdo obteve-se uma

mistura saturada de galactose em cada LIP.
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Posteriormente essas misturas foram levadas para uma filtragdo a vacuo (Figura 12)
fazendo uso do etanol para arrastar o LIP e filtrar a galactose, uma vez que esta € pouco

miscivel em etanol, segundo dados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Solubilidade da galactose (g/L) em etanol a 22, 30 e 40 °C.

Temperatura Solubilidade (g/L)
22 0,43
30 0,63
40 1,07

Fonte: Adaptado de Montafiés et al., 2007.

Figura 12. Montagem experimental para processo de filtracdo a vacuo da mistura galactose + LIP.

Apbs a realizagdo da filtragdao, a massa da galactose (soluto) na mistura saturada foi
pesada sendo possivel o célculo da solubilidade da mesma em cada LIP (solvente) Equagao

20.

. m massa soluto (g) (20)
Solubilidade (%—) = X 100
m massa do solvente (g)
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5. Resultados e discussao

5.1.  Andlise instrumental
5.1.1. Andlise por Ressondncia Magnética Nuclear ('H-RMN)

Os espectros de "H-RMN foram realizados visando comprovar a estrutura quimica de
cada LIP sintetizado. A Figura 13 exemplifica um desses espectros. Os demais espectros

encontram-se no Apéndice I.

Frequéncia

Jl.I

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 13. Espectro de 'H-RMN do 2-Hidroxi Etanolamina Lactato.

As Tabelas 6-15 apresentam as informacdes espectrais retiradas dos espectros de 'H-
RMN registrados para os LIPs sintetizados no presente estudo.

O espectro de 'H-RMN para o 2-HDEAF (Apéndice I) apresentou um singleto, em &
8,20, evidenciando a presenca de um hidrogénio na estrutura, desblindado, ligada ao grupo
¢éster proveniente do acido formico. Os tripletos observados em 6 4,68 ¢ 6 3,58 foram
atribuidos a grupos metilénicos. A presenga de hidrogénios de um grupo amina foi indicada

pelo singleto com deslocamento em & 4,68.



49

Dessa forma, através dos dados espectrais da substancia 2-HDEAF (Tabela 6), pode-se

confirmar que se trata do 2-Hidroxi Dietanolamina Formiato.

Tabela 6. Dados dos espectros de 'H-RMN para o LIP 2-HDEAF.

2-HDEAF
Multiplicidade S (;I;m)
(s) 8,20
(s) 4,68
(t) 3,58
(t) 2,85

*(s): singleto  (t): tripleto

O espectro de 'H-RMN para o 2-HEAL (Apéndice ) apresentou um multipleto em &
3,99 ppm, evidenciando a presenca de um hidrogénio blindado por uma metila, uma hidroxila
e um grupo éster, provenientes do acido latico. Um dubleto observado em 6 1,20 ppm foi
atribuido a este grupo metila citado. Os tripletos observados em 6 3,65 ppm ¢ 6 3,03 ppm
foram atribuidos aos grupos metilénicos. A presenca de hidrogénios de um grupo amina foi
indicada pelo singleto com deslocamento quimico em & 4,71 ppm. Dessa forma, através dos
dados espectrais da analise de 2-HEAL (Tabela 7), pode-se confirmar que se trata do 2-

Hidroxi Etanolamina Lactato.

Tabela 7. Dados dos espectros de 'H-RMN para o LIP 2-HEAL.

2-HEAL
Multiplicidade H
9 (ppm)

(s) 4,71
(m) 3,99
(t) 3,65
(t) 3,03
(d) 1,20

*(s): singleto  (d): dubleto  (t): tripleto  (m): multipleto
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O espectro de 'H-RMN para o 2-HDEAL (Apéndice I) apresentou um multipleto, em
0 4,03 ppm, evidenciando a presenca de um hidrogénio blindado por uma metila, uma
hidroxila e um grupo éster, provenientes do acido latico. Um dubleto observado em o 1,20 foi
atribuido a este grupo metila citado. Os tripletos observados em & 3,07 e 6 3,70 foram
atribuidos a grupos metilénicos. A presenga de hidrogénios de um grupo amina foi indicada
pelo singleto com deslocamento em & 4,71 ppm. Dessa forma, através dos dados espectrais da
analise de 2-HDEAL (Tabela 8), pode-se confirmar que se trata do 2-Hidroxi Dietanolamina

Lactato.

Tabela 8. Dados dos espectros de 'H-RMN para o LIP 2-HDEAL.

2-HDEAL
Multiplicidade H
o (ppm)

(s) 4,71
(m) 4,03
(t) 3,70
(t) 3,07
(d) 1,20

*(s): singleto  (d): dubleto  (t): tripleto  (m): multipleto

O espectro de 'H-RMN para o 2-HDEASa (Apéndice I) apresentou dois tripletos, em &
2,98 ppm e 6 3,61 ppm, atribuidos aos grupos metilénicos. A parte aromatica da molécula foi
definida como sendo de um anel benzénico 1,2-dissubstituido, com base no padrdao de
acoplamento dos hidrogénios (& 7,63 ppm, & 7,20 ppm e o 6,73 ppm). A presenga de

hidrogénios de um grupo amina foi indicada pelo singleto com deslocamento em 6 4,71 ppm.
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Dessa forma, através dos dados espectrais da analise de 2-HDEASa (Tabela 9), pode-

se confirmar que se trata do 2-Hidroxi Dietanolamina Salicilato.

Tabela 9. Dados dos espectros de '"H-RMN para o LIP 2-HDEASa.

2-HDEASa

Multiplicidade H
P 5 (ppm)
(d) 7,63
(1) 7,20
(m) 6,73
(s) 4,71
() 3,61
(t) 2,98

*(s): singleto  (d): dubleto  (t): tripleto  (m): multipleto

O espectro de 'H-RMN para o 2-HDEAOx (Apéndice I) apresentou dois tripletos, em
o 3,01 ppm e 6 3,70 ppm, que foram atribuidos a grupos metilénicos. A presenca de
hidrogénios de um grupo amina foi indicada pelo singleto com deslocamento em & 4,71 ppm.
Dessa forma, através dos dados espectrais da analise de 2-HDEAOx (Tabela 10), pode-se

confirmar que se trata do 2-Hidroxi Dietanolamina Oxalato.

Tabela 10. Dados dos espectros de 'H-RMN para o LIP 2-HDEAOX.

2-HDEAOx
Multiplicidade H
% (ppm)
(s) 4,71
(t) 3,70
(t) 3,01

*(s): singleto  (t): tripleto

O espectro de "H-RMN para o 2-HDEASu (Apéndice I) apresentou um singleto, em &

2,21 ppm, evidenciando a presenga de um grupo —CH,—CH,—, proveniente do acido succinico.
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Os tripletos observados em 6 3,03 ppm e 6 3,65 ppm foram atribuidos a grupos metilénicos. A
presenca de hidrogénios de um grupo amina foi indicada pelo singleto com deslocamento em
0 4,71 ppm. Dessa forma, através dos dados espectrais da anélise de 2-HDEASu (Tabela 11),

pode-se confirmar que se trata do 2-Hidroxi Dietanolamina Succinato.

Tabela 11. Dados dos espectros de 'H-RMN para o LIP 2-HDEASu.

2-HDEASu
Multiplicidade H
6 (ppm)
(s) 4,71
(t) 3,65
() 3,03
(s) 2,21

*(s): singleto  (t): tripleto

O espectro de 'H-RMN para o 2-HDEAMa (Apéndice I) apresentou um singleto, em &
6,40 ppm, evidenciando a presen¢a de um grupo —CH=CH-, proveniente do acido maléico.
Os tripletos observados em 6 3,12 ppm e 6 3,75 ppm foram atribuidos a grupos metilénicos. A
presenca de hidrogénios de um grupo amina foi indicada pelo singleto com deslocamento em
0 4,71 ppm. Dessa forma, através dos dados espectrais da analise de 2-HDEAMa (Tabela 12),

pode-se confirmar que se trata do 2-Hidroxi Dietanolamina Maleato.

Tabela 12. Dados dos espectros de 'H-RMN para o LIP 2-HDEAMa.

2-HDEAMa
Multiplicidade H
o (ppm)
(s) 6,40
(s) 4,71
() 3,75
Q) 3,12

*(s): singleto  (t): tripleto
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O espectro de '"H-RMN para o 2-HEAAd (Apéndice I) apresentou dois singletos
proximos e de intensidade semelhante, em 6 1,30 ppm e 6 1,97 ppm, evidenciando a presenga
de dois grupamentos -CH,-CH,-, provenientes do acido adipico. Dois tripletos observados em
0 2,88 ppm e & 3,55 ppm sdo atribuidos aos grupos metilénicos esperados na estrutura. A
presenca de hidrogénios de um grupo amina foi indicada pelo singleto com deslocamento em
0 4,71 ppm. Dessa forma, através dos dados espectrais da andlise de 2-HEAAd (Tabela 13),

pode-se confirmar que se trata do 2-Hidroxi Etanolamina Adipato.

Tabela 13. Dados dos espectros de 'H-RMN para o LIP 2-HEAAG.

2-HEAAd

Multiplicidade H
P  (ppm)
(s) 4,71
(1) 3,55
(t) 2,88
(s) 1,97
(s) 1,30

*(s): singleto  (t): tripleto

O espectro de 'H-RMN para o 2-HDEAAd (Apéndice I) apresentou dois singletos
proximos e de intensidade semelhante, em 6 1,39 ppm e 6 2,02 ppm, evidenciando a presenga
de dois grupamentos -CH,-CH,-, provenientes do 4cido adipico. Dois tripletos observados em
0 3,07 ppm e o 3,69 ppm sdo atribuidos aos grupos metilénicos esperados na estrutura. A
presenca de hidrogénios de um grupo amina foi indicada pelo singleto com deslocamento em

04,71 ppm.
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Dessa forma, através dos dados espectrais da andlise de 2-HDEAAd (Tabela 14),

pode-se confirmar que se trata do 2-Hidroxi Dietanolamina Adipato.

Tabela 14. Dados dos espectros de 'H-RMN para o LIP 2-HDEAAJ.

2-HDEAAd
"H
Multiplicidade
P 5 (ppm)
(s) 4,71
() 3,69
() 3,07
(s) 2,02
(s) 1,39

*(s): singleto  (t): tripleto

O espectro de 'H-RMN para o 2-HEACi (Apéndice I) apresentou dois dubletos muito

proximos e de intensidade semelhante, em 6 2,38 ppm e em 6 2,48 ppm, evidenciando a

presenca dos dois grupos metilénicos presentes na estrutura do acido citrico, blindados por

grupamentos éster e por uma hidroxila. Os tripletos observados em 6 3,65 ppm e & 2,93 ppm

foram atribuidos aos grupos metilénicos. A presenca de hidrogénios de um grupo amina foi

indicada pelo singleto com deslocamento em 6 4,71 ppm. Dessa forma, através dos dados

espectrais da analise de 2-HEACi (Tabela 15), pode-se confirmar que se trata do 2-Hidroxi

Etanolamina Citrato.

Tabela 15. Dados dos espectros de 'H-RMN para o LIP 2-HEACi.

2-HEACi
Multiplicidade H
o (ppm)

(s) 4,71
(t) 3,65
() 2,93
(d) 2,48
(d) 2,38

*(s): singleto  (d): dubleto

(t): tripleto
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5.1.2.  Andalise por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Semelhantemente as andlises de 'H-RMN descritas no item 5.1.1, a aplicagdo de
técnicas de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi realizada com o mesmo
objetivo, ou seja, de confirmar a presenca das estruturas quimicas esperadas para os LIPs que
foram sintetizados neste trabalho. Para garantir a ndo existéncia de agua nas amostras
analisadas, os LIPs foram purificados com rigoroso controle de temperatura.

A Figura 14 exemplifica um resultado da técnica FTIR para o liquido i6nico 2-Hidroxi

Etanolamina Lactato.

Transmitancia (%)

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
’ -1
Numero de onda (cm™)

Figura 14. Espectro de FTIR para o 2-Hidroxi Etanolamina Lactato.

A banda larga observada na faixa de 3500 a 2400 cm™, de uma forma geral, comprova
a existéncia de compostos de amdnio e também de grupamentos OH. A banda centrada em
1500 cm™ comprova a existéncia dos grupamentos carbonila ¢ N-H proprios dos produtos
esperados.

Em resumo, essas analises (FTIR) serviram para confirmar, com sucesso, a sintese dos
LIPs de interesse.

Os demais espectros estao apresentados no Apéndice II.



5.2.  Propriedades termodinamicas

O conhecimento de dados fisico-quimicos dos LIPs ¢ muito importante tanto para o
desenho de futuras tecnologias limpas, quanto para o entendimento dos tipos de interacdes

entre estes potenciais solventes e os substratos e/ou outros cosolventes presentes nos meios de

reagdo nos quais

propagacdo do som para a gama de LIPs investigada estdo indicadas nas Figuras 15 e 16,

vao ser aplicados. As medidas de massa especifica e velocidade de

respectivamente.
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Figura 15. Massas especificas experimentais dos LIPs na faixa de temperatura de 20 a 50 °C.
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Figura 16. Velocidades de propagacdo do som experimentais dos LIPs na faixa de temperatura de 20 a 50 °C.

Os graficos acima mostram que as propriedades, massa especifica e velocidade de
propagagdo do som, para todos os LIPs sintetizados, diminuem com o aumento da
temperatura, como era esperado, devido ao aumento da cinética dos ions. As propriedades
fisico-quimicas dos LIPs sao fortemente influenciadas pelas cadeias organicas dos ions que os
formam. As cadeias organicas em ambos os ions que formam os LIPs tem fortes efeitos nas
propriedades fisico-quimicas, onde o impedimento estérico e as interacdes covalentes sdo
fatores importantes para a acomodacdo ionica dentro do entrelacado liquido. Nos LIPs
estudados € importante analisar o comprimento da cadeia anidnica e a substituicdo do cation,
pois, o grau de influéncia destes fatores depende da natureza destes ions, onde o anion
contribui mais significativamente devido a sua longa estrutura, acarretando algumas
perturbacdes na acomodacao de toda estrutura idnica. Esses sais apresentaram altos valores de
massa especifica e velocidade de propagag¢ao do som quando na sua composicao tem-se anion
de menor massa molecular com cation de maior massa molecular com o mesmo &nion.
Exemplo, o 2-HEAL e 2-HDEAL; o 2-HEAAd ¢ 2-HDEAAA.

Estes dados de massa especifica sdo similares aos dados de alguns LIAs, nas mesmas
condicdes de temperatura e pressdo, reportado por Gacino et al (2016). Outros dados

experimentais de massa especifica e velocidade de propagacdo do som também sdo reportados
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por Chhotaray & Gardas (2014), estes mostram graficos semelhantes aos indicados nas
Figuras 15 e 16.
Na Tabela 16 estdo descritos os parametros de correlagdo para massa especifica e

velocidade de propagacdo do som para a gama de LIPs estudada no presente trabalho.

Tabela 16. Parametros de correlagdo para a massa especifica e a velocidade de propagagido do som (Equagéo 1)

na faixa de temperatura de 20 a 50 °C, e raiz do desvio quadratico médio (o) (Equacgao 2), para os LIPs.

LIP Propriedade Ay A A, As c

p 1,2099E+00  -6,2570E-04  -3,47799E-07 -1,1295E-09 2,9199E-05
2-HDEAF

u 1,8651E+03  -2,9226E+00  1,3500E-02 -1,2454E-04 3,0166-02

p 1,2274E+00  -4,9883E-04  -4,1427E-06 7,8466E-08 2,1622E-05

2-HEAL

u 1,9982E+03 -7,3274E+00  1,2310E-01 -9,4255E-04 2,0610E-01

P 1,2344E+00  -5,0096E-04  -5,4783E-06 8,5105E-08 2,0150E-05
2-HDEAL

u 1,9736E+03  -8,1770E+00  1,4290E-01 -1,1153E-03 1,7542E-01

p 1,2050E+00  -3,8985E-04  -3,4268E-06 6,3484E-08 1,7064E-05
2-HEAAd

u 2,1261E+03  -6,9764E+00  1,2170E-01 -8,8940E-04 1,2680E-01

p 1,2764E+00  -7,2771E-04 5,5308E-06 -2,6014E-08 3,5956E-05
2-HDEAOx

u 2,1011E+03  -3,2598E+00  4,8500E-02 -3,5138E-04 8,4590E-02

p 1,2930E+00 -4,5271E-04  -2,7213E-06 5,5181E-08 1,6899E-05
2-HDEAMa

u 2,3612E+03  -1,6627E+01 3,0290E-01 -2,1373E-03 2,2637E-01

p 1,2418E+00  -4,2698E-04  -4,9264E-06 8,0052E-08 1,9967E-05
2-HDEASu

u 2,0970E+03  -5,1607E+00  7,9500E-02 -6,0044E-04 1,3685E-01

p 1,2380E+00  -8,8676E-04 1,0974E-05 -6,3142E-08 5,7577E-05
2-HDEAAd

u 2,1572E+03  -8,9002E+00  1,4950E-01 -1,1151E-03 1,6815E-01

p 1,3327E+00  -9,5858E-05  -1,1869E-05 1,0715E-05 4,8333E-05
2-HEACi

u 2,4539E+03  -16,2752E+00 0,2987E+00  -2,0885E-03 1,9878E-01
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Foram feitas correlagdes para os dados experimentais de massa especifica e velocidade
de propagacdo do som com o objetivo de encontrar equacdes que permitam uma estimativa
dessas propriedades em outras temperaturas nao estudadas, uma vez que estas analises
limitaram-se a uma faixa de temperatura de 20 a 50 °C. Essas correlagdes foram feitas
utilizando a Equagdo 1. Através da Equagdo 2, calculou-se a raiz dos desvios quadraticos
médios (o).

Os parametros de correlacdo sdo encontrados na Tabela 16, e sugerem modelos que se
ajustam bem aos valores experimentais, com desvios menores que 0,005% para massa
especifica e cerca de 20% velocidade de propagacao do som.

O fato também de o modelo de estimacdao de ponto critico (Valderrama & Robles,
2007) ter como base de dados para calculo dos parametros internos do modelo unicamente
valores estruturais de LIs da classe dos aproticos justifica que os resultados obtidos so

mostrem uma concordancia qualitativa, em termos gerais.

5.3. Modelos de predigao das propriedades medidas

O calculo de propriedades criticas assim como outros parametros fisicos de LIPs faz-
se necessario para o desenvolvimento de modelos termodindmicos. Os métodos de
contribuicao de grupo tém sido comumente empregados para estimar as propriedades criticas
de muitas substancias cujas propriedades nao estdo disponiveis na bibliografia cientifica. O
método requer apenas o conhecimento da estrutura da molécula e o seu peso molecular
(Valderrama & Robles, 2007).

O conhecimento dessas propriedades criticas ¢ importante para a predicdo de massa
especifica através dos modelos sugeridos neste trabalho de pesquisa. Os dados para os LIPs
estudados nao sdo encontrados na literatura cientifica. Logo, a importancia de estimar essas
propriedades através de modelos de contribuicao de grupo, os quais ja foram desenvolvidos
para compostos 10nicos semelhantes aos LIPs. Foi aplicado o modelo proposto por

Valderrama & Robles (2007).



A Tabela 17 mostra as propriedades criticas estimadas para esse trabalho.

Tabela 17. Valores criticos estimados para LIPs pelo método de Valderrama & Robles (2007).

LIP

P./(bar)

T/ (K) Z. 0

2-HDEAF 130,12 811,27 0,8292 2,162
2-HEAL 45,40 728,63 0,2981 0,985
2-HDEAL 34,12 856,82 0,2597 1,453
2-HEAAd 22,88 1069,21 0,2039 1,648
2-HDEAOx 22,02 1289,76 0,1751 1,684
2-HDEAMa 21,23 1342,67 0,1796 1,650
2-HDEASu 19,29 1353,15 0,1658 1,485
2-HDEAAd 17,15 1420,81 0,1570 1,280
2-HEACi 20,02 1516,19 0,1602 1,443

Foram obtidos valores elevados de temperatura critica para os LIPs, os quais estdo
relacionados a sua alta massa molecular.

Os modelos aplicados na estimativa de massa especifica (Rackett (R) (Equagao 9),
Rackett-Spencer-Danner (RM) (Equagdes 9 e 10), Mchaweh-Nasrifar-Moshfeghian (MNM)
(Equagdo 5) e Indice de Conectividade Massica (ICM) (Equagdo 12)) representam bem o
comportamento da massa especifica para compostos moleculares, ndo havendo, ainda, na

bibliografia cientifica modelos proprios para compostos idnicos de alto peso molecular como

os LIPs estudados neste trabalho.
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A raiz do desvio quadratico médio (o) (Equagdo 2) para as predigdes de massa

especifica para cada LIP estudado pode ser encontrada na Tabela 18.

Tabela 18. Raiz dos desvios quadraticos médio (o) (Equagdo 2) dos dados experimentais e estimados para a
massa especifica, pelos métodos de Mchaweh-Nasrifar—Moshfeghian (MNM) (Equag@o 5), Rackett (R),
Spencer-Danner-Rackett (RM) (Equagdo 9) e indice de Conectividade Massica (ICM) (Equagio 12).

LIP R RM MNM ICM

2-HDEAF 0,7680 2,3965 0,5571 0,0064
2-HEAL 0,0081 0,1897 0,2472 0,0064
2-HDEAL 0,1085 0,0678 0,3666 0,0041
2-HEAAd 0,2624 0,0934 0,3687 0,0013
2-HDEAOx 0,5301 0,2623 0,4117 0,0018
2-HDEAMa 0,4470 0,2615 0,3539 0,0018
2-HDEASu 0,6007 0,2693 0,1515 0,0027
2-HDEAAd 0,6592 0,3175 0,2043 0,0060
2-HEACi 0,7785 0,2886 0,3635 0,0006

Os menores desvios sdo percebidos para os LIPs de menor peso molecular, em sua
maioria, sendo o modelo de Indice de Conectividade Massica (ICM) o mais adequado na
predicdo de massa especifica, apresentando os menores desvios em todos os compostos,
conforme pode ser visto na Tabela 18.

Para os valores experimentais de velocidade de propagac¢do do som, as predigdes
foram realizadas através da aplicacdo da Teoria do Fator de Colisao (Collision Factor Theory,

Equagdo 13).
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A Tabela 19 apresenta os desvios calculados para esse modelo.

Tabela 19. Raiz dos desvios quadraticos médios (o) (Equagdo 2) dos dados experimentais e estimados para

velocidade de propagacdo do som dos LIPs estudados pela Collision Factor Theory (Equagéo 13).

LIP CFT
2-HDEAF 70,85
2-HEAL 71,12
2-HDEAL 63,11
2-HEAAd 79,19
2-HDEAOx 83,89
2-HDEAMa 60,06
2-HDEASu 59,67
2-HDEAAd 68,63
2-HEACi 84,36

Os LIPs com massas moleculares muito andlogas (2-HDEAF com 2-HEAL e 2-
HDEAMa com o 2-HDEASu), por exemplo, apresentaram desvios de predigdo muito
proximos. Decerto, devido ao fato de o modelo ter sido desenhado para moléculas covalentes,
os desvios apresentaram-se relativamente altos, porém, em termos gerais, os resultados
apresentam uma concordancia qualitativa.

LIPs de alto peso molecular e natureza polieletrolitica (aqueles cuja sintese € feita com
anions oxalato, succinato, maleato, adipato e citrato) apresentaram os maiores resultados para
as propriedades estudadas. Os valores medidos de massa especifica e velocidade de
propagagdo do som expressam a natureza de alta interacdo entre os ions, apresentando valores
elevados para ambas as propriedades. A massa especifica e a velocidade de propagagdo do
som também apontaram uma tendéncia decrescente com o aumento da temperatura, em
virtude de uma maior cinética i0nica.

Na bibliografia cientifica s6 existem medi¢cdes pontuais dos LIPs: 2-Hidroxi
Etanolamina Formiato (2-HEAF), 2-Hidroxi Etanolamina Acetato (2-HEAA) e 2-Hidroxi
Etanolamina Propionato (2-HEAPr) (Cota et al., 2007; Alvarez et al., 2010; Kurnia &
Mutalib, 2011a; Kurnia ef al., 2011b, 2011c; Taib et al., 2013). Para a maioria dos LIPs aqui



63

estudados, as medigdes apresentadas neste trabalho, sdo as primeiras realizadas

experimentalmente.

5.4.  Estudo do coeficiente de particao dos liquidos i6nicos préticos

Um dos mais importantes parametros estudados neste trabalho foi o coeficiente de
particdo dos LIPs (K,w), o qual descreve quantitativamente os efeitos dos solventes nas
reagdes enzimaticas, pois, muitos solventes tem tendéncia a remover dgua do microambiente
da enzima e isso pode levar a desidratacdo e a perda da atividade catalitica da mesma, uma
vez que uma camada de agua ¢ essencial para manter a conformagdo tridimensional
cataliticamente ativa destes biocatalisadores (Zaks & Klibanov, 1988; Halling, 1994). Por
esse motivo, os solventes hidrofobicos, usualmente, apresentam melhores resultados em
reagoes enzimaticas (Bell e al., 1995; Lozano et al., 2002; Lin et al., 2015). Contudo, o
sistema de reacdo enzimatica na presenca de solventes nao aquosos envolve multiplas
interagdes complexas entre todos os componentes reacionais. Portanto, a relacdo entre
eficiéncia catalitica das enzimas e hidrofobicidade/hidrofilicidade dos solventes que compdem
o meio de reagdao ndo ¢ direta e simples. O que € necessario entender ¢ que independente do
tipo de solvente empregado na reacdo catalisada por uma enzima € crucial garantir a
manutencdo da camada de agua que sustenta a conformacgdo tridimensional ativa do

biocatalisador.
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A Tabela 20 e a Figura 17 mostram os resultados dessa propriedade determinada a

duas temperaturas distintas (25 °C e 40 °C).

Tabela 20. Cocficientes de particdo medidos dos LIPs.

Kow

LIPs Temperaturas
25°C 40 °C
2-HDEAF 0,50 0,53
2-HEAL 0,42 0,44
2-HDEAL 1,00 1,02
2-HDEASa 0,49 0,42
2-HEAAd 0,67 0,83
2-HDEAOx 0,30 0,57
2-HDEAMa 0,18 0,62
2-HDEASu 0,25 0,55
2-HDEAAd 0,27 0,33
2-HEACi 1,07 1,25

Como mostra a Tabela 20, a temperatura tem efeitos substanciais sobre o coeficiente
de parti¢do, na qual se observa uma tendéncia do aumento dos valores do coeficiente de

particdo com o aumento da temperatura.
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Figura 17. Coeficiente de particdo dos LIPs a 25 °C e 40 °C.

Analisando o grafico da Figura 17, é possivel constatar que os LIPs monoeletrolitos
(2-HDEAF, 2-HEAL, 2-HDEAL e 2-HDEASa) estao mais inertes a eleva¢do da temperatura,
enquanto que os polieletrolitos (2-HEAAd, 2-HDEAOx, 2-HDEAMa, 2-HDEASu e 2-
HEAC ) apresentaram-se mais sensiveis a temperatura, elevando seu coeficiente de partigao,
consequentemente sdo mais lipofilicos, com exce¢do do 2-HDEAAJ, o qual ndo apresentou
grande variagdo dessa propriedade com a temperatura certamente devido ao impedimento
estérico que o mesmo apresenta em relacdo ao 2-HEAAd. As estruturas dos LIPs em questdo
podem ser melhor compreendidas através da analise dos acidos e bases que os compdem

(Tabela 21).



Tabela 21. Estruturas dos acidos e bases dos LIPs.

66

Monoetanolamina Dietanolamina
REAGENTES HO c2 g R &
\C/ \NH2 Ho/ \c/ \c/ \OH
H> H, Ha
Acido CH: NS* Diﬁt:gll:)ilr;nﬂna
féormico HO/ \o i
Formiato
Acido C—OH 2-Hidroxi 2-Hidroxi
latico Etanolamina Lactato Dietanolamina
HyC—C Lactato
OH
HO
. 2-Hidroxi
HO
A'01,d'o NS* Dietanolamina
salicilico ..
Salicilato
o
A\
. - 2-Hidroxi
C—OH
(:?(211(1'1:0 / NS* Dietanolamina
HO—C\\ Oxalato
o)
0]
Acido HO He u 2-Hidroxi
, . N7 N NS* Dietanolamina
succinico c c OH '
” H, Succinato
o
OH O
. / \ 2-Hidroxi
nﬁi:ii((:)o o—=cC \C—OH NS* Dietanolamina
\ _ / Maleato
HC——cCH
I
Co H, H; e, 2-Hidroxi
A?l(.io HO\ SN c\ ~ C\ 2-H'1drox1' Dietanolamina
adipico c c c OH Etanolamina Adipato .
H H, H, Adipato
0 o) OH
SNe”
ko HO—(|:—CH2 2-Hidroéxi
2;122 \ Etanolamina NS*
HO _CH. //C_OH Citrato
o

Cc

(0]




67

Dentre os LIPs analisados pela determinagdo do coeficiente de particdo (Kow), 0 2-
Hidroxi Etanolamina Citrato (2-HEACi) e o 2-Hidroxi Dietanolamina Lactato (2-HDEAL)
apresentam-se como os mais hidrofobicos, enquanto que o 2-Hidroxi Dietanolamina Adipato
(2-HDEAAAJ) € o mais hidrofilico.

E importante fazer a distingdo entre os conceitos de hidrofobicidade e polaridade,
porque o primeiro ¢ muitas vezes relacionado com a miscibilidade em agua, entdo,
hidrofobicidade pode ser considerada como um conceito mais restrito de polaridade (Zhao,
2010). Contudo, ¢ valido reforcar que apresentar polaridade similar ndo significa ter
miscibilidade similar, solventes com polaridades proximas podem ter miscibilidade em agua
distinta, por exemplo.

A polaridade do solvente tem um impacto importante na biocatalise. Os solventes
apolares sdo incapazes de dissolver substratos polares, mas por outro lado, solventes polares,
tais como DMSO ou DMF tendem a desativar as enzimas. A polaridade influencia a
estabilidade e a atividade da enzima (Park & Kazlauskas, 2003). Assim, através das medidas
de coeficiente de particao, tem-se uma boa ideia sobre o comportamento dos LIPs em contato
com a agua, ou seja, quais LIPs vao ter as maiores tendéncias em retirar a camada de agua
essencial que mantém o poder catalitico das enzimas. Com isso, os LIPs mais indicados para a

aplicacao proposta, de acordo com o coeficiente de parti¢dao, sao o 2-HEACi e o 2-HDEAL.

5.5. Analise da viscosidade dos liquidos i0nicos proticos

A viscosidade ¢ dependente das interagdes ion-ion, principalmente interagdes de van
der Waals entre extremidades alifaticas e ligacdes de hidrogénio (Yu ef al., 2012). Interacdes
maiores (cadeias ramificadas, estruturas maiores, diferentes grupos hidroxilicos) conduzem
aos altos valores de viscosidade.

A Figura 18 apresenta o comportamento da viscosidade dos LIPs em funcdo da
temperatura. A viscosidade de todos os LIPs decresce com o aumento da temperatura, o que ja
era esperado nos liquidos. Além da temperatura, outras caracteristicas tém influéncia sobre a
viscosidade dos LIPs, como a sua geometria (tamanho molecular) (Mukherjee et al., 2012;
Smith et al., 2013), como pode ser observado na Figura 18, os LIPs cuja sintese ¢ feita com

anions menores, como: formiatos, oxalatos e lactatos apresentam menor viscosidade.
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Figura 18. Viscosidade (In (1)) em fungdo da temperatura, para SR = 10,2 s, sendo (A ) (2-HDEAF), (+) (2-
HEAL), (V) (2-HDEAL), (1) (2-HDEASa), (m) (2-HEAAAJ), (x) (2-HDEAOX), (%) (2-HDEAMa), (X) (2-
HDEASu), (o) (2-HDEAAJ) e (¢) (2-HEACi).

Alguns LIPs sao bem mais viscosos do que outros, o que influencia de forma direta e
determinante na prospecc¢ao de qualquer processo. Nesse estudo foi possivel comprovar que o
2-Hidroxi Dietanolamina Formiato (2-HDEAF) possui menores valores de viscosidade,
enquanto que o 2-Hidréxi Etanolamina Citrato (2-HEACi) ¢ o mais viscoso dos LIPs
estudados nesse trabalho.

Em regra, LIs sdo muito mais viscosos do que os solventes organicos convencionais
(Wilkes, 2004). Isto pode ser uma desvantagem para biocatalise, pois pode levar a uma
limitagdo da transferéncia de massa. No entanto, a viscosidade pode ser minimizada através
do aumento da temperatura (Tabela 22). Além disso, a escolha do anion influencia fortemente
a viscosidade dos LlIs, por exemplo, anions menores resultam em LIs menos viscosos (Park &
Kazlauskas, 2003). Todos os LIs sao fluidos ndo newtonianos em que a viscosidade depende
da taxa de cisalhamento bem como da temperatura (Moosavi & Daneshvar, 2014), o que ndo ¢

diferente para os nossos LIPs.



Tabela 22. Massa especifica (p) e viscosidades () como fungdo da temperatura para o estudo de LIPs. A

viscosidade experimental foi medida com o SR=10,2s .

p (g.cm™) 1 (mPa.s)
T (K)
Exp. Lit. Exp. Lit.
2- HDEAF
323,15 1,1815 NA 62,008 NA
333,15 1,1758 NA 40,346 NA
343,15 1,1704 NA 27,646 NA
2-HEAL
323,15 1,2019 NA 128,098 NA
333,15 1,1993 NA 73,422 NA
343,15 1,1991 NA 50,770 NA
2-HDEAL
323,15 1,2063 NA 126,536 NA
333,15 1,2030 NA 80,452 NA
343,15 1,1979 NA 49,208 NA
2- HDEASa
323,15 1,1995 NA 124,980 NA
333,15 1,1932 NA 73,116 NA
343,15 1,1869 NA 45,981 NA
2-HEAAd
323,15 1,1849 NA 288,670 NA
333,15 1,1818 NA 178,422 NA
343,15 1,1787 NA 119,362 NA
2-HDEAOx
323,15 1,2505 NA 68,620 NA
333,15 1,2466 NA 46,865 NA
343,15 1,1427 NA 35,930 NA
2-HDEAMa
323,15 1,2705 NA 680,324 NA
333,15 1,2670 NA 381,950 NA
343,15 1,2633 NA 231,982 NA
2-HDEASu
323,15 1,2181 NA 160,122 NA
333,15 1,2143 NA 99,198 NA
343,15 1,2104 NA 62,487 NA
2-HDEAAd
323,15 1,2133 NA 553,788 NA
333,15 1,2104 NA 320,244 NA
343,15 1,2076 NA 196,833 NA
2-HEACi
323,15 1,3116 NA 782,365 NA
333,15 1,3066 NA 451,566 NA
343,15 1,3015 NA 278,845 NA

NA = Nao Avaliado

69
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Foi observado que a estrutura anionica dos LIPs estudados tem um efeito muito mais
forte sobre as propriedades reologicas do que as alteragdes andlogas as do cation; segundo
Park & Kazlauskas (2003) a escolha do anion influencia significativamente a viscosidade dos

LIs, ou seja, quanto menor for o d&nion menor serd a viscosidade do LI.

5.6.  Testes de solubilidade da galactose em liquidos i6nicos proticos

A solubilidade da galactose, carboidrato modelo deste trabalho, foi avaliada em cada
um dos LIPs na temperatura de 60 °C, pois, esta ¢ a temperatura de interesse para atuagao da
preparacdo enzimatica.

O estudo realizado com os seguintes LIPs: 2-Hidroxi Dietanolamina Formiato (2-
HDEAF), 2-Hidr6xi Dietanolamina Lactato (2-HDEAL), 2-Hidroxi Dietanolamina Salicilato
(2-HDEASa), 2-Hidroxi Dietanolamina Oxalato (2-HDEAOXx) e o 2-Hidroxi Dietanolamina
Maleato (2-HDEAMa) apresentou bons resultados comparado com dados de solubilidade da
galactose em LIAs no trabalho de Mohan ef al. (2015). Os demais LIPs ndo citados nesta lista
foram testados, mas apresentaram um comportamento que inviabiliza seu potencial uso nas
etapas seguintes de sintese enzimdtica do biossurfactante: ¢ muito provavel que tenha
ocorrido a Reagdao de Maillard (descrita em detalhes adiante) e, com isso, os LIPs envolvidos
nesse processo foram descartados uma vez que ha uma reagdo inespecifica ocorrendo
paralelamente ocasionando o consumo indesejado de um dos substratos da reacdo biocatalitica
de interesse. Quando se trata da implementagdo de novos meios de reagdo nao aquosos, um
pré-requisito para a viabilidade de uso de determinado solvente ¢ que apresente um carater
inerte aos substratos do processo visando alcancar maiores conversoes no bioproduto alvo.

Na sequéncia (Tabela 23), tém-se os resultados desses testes com a galactose nos LIPs
citados acima e que ndo apresentaram reacao inespecifica aparente. Destaque para o liquido
i0nico 2-Hidroxi Dietanolamina Formiato (2-HDEAF), o qual foi o LIP que mais solubilizou
a galactose, alcancando um percentual de massa de 20,44. Verificou-se na literatura que a
solubilidade da galactose no LIA, 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato — [EMIM][EtSOy4],
apresentou um percentual de massa de 14% (a 55 °C, temperatura encontrada mais proxima da
nossa de interesse) de acordo com o trabalho de Carneiro ef al., (2012). Segundo Mohan et a/
(2015), em seu trabalho, a solubilidade da galactose nos Lls, 1-etil-3-metilimidazélio

tiocianato [EMIM][SCN] e o Tris (2-hidroxietil) metilamonio metilsulfato [TMA] [MeSO4], a
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60 °C, sao em % massa, 11,94 e 2,20 respectivamente. Com isso, € possivel classificar nossos

resultados de solubilidade da galactose nos LIPs, a 60 °C, como bons relatados, na Tabela 23.

Tabela 23. Solubilidade da galactose (% massa) em LIPs a 60 °C.

Solubilidade

LIP (% massa)
2-HDEAF 20,44
2-HDEAL 14,58

2-HDEASa 8,36
2-HDEAOx 14,18
2-HDEAMa 18,84

A Reagao de Maillard ¢ uma reacdo do tipo carbonila-amina de escurecimento nao
enzimatico que pode ocorrer em alguns alimentos. As reacdes quimicas que resultam do
fenomeno de escurecimento dos alimentos a medida que sdo aquecidos foram primeiramente
descritas em 1912 pelo bioquimico francés Louis-Camille Maillard, que publicou o primeiro
estudo sistematico mostrando que aminoacidos e agucares redutores iniciam uma complexa
cascata de reagdes durante o aquecimento, resultando na formagdao final de substancias
marrons que sao chamadas de melanoidinas (Friedman, 1996; Finot, 2005).

A Reagdo de Maillard inicia-se com o ataque nucleofilico do grupo carbonilico de um
acucar redutor, por exemplo, ao grupamento amina de proteinas (Nunes, 2001). A ocorréncia
dessas reagdes depende de alguns fatores como: temperaturas elevadas (acima de 40 °C),
atividade termodindmica de agua (ay) na faixa de 0,4 a 0,7, pH na faixa de 6 a 8
(preferencialmente alcalino), umidade relativa de 30 a 70% e presenga de ions metélicos de
transicdo (como Cu’" e Fe*"), que podem catalisar a rea¢io (Kwak, 2004). Além disso, o tipo
de acgucar redutor interfere na velocidade de reagdo com os grupamentos amina, sendo o
actcar redutor mais reativo a xilose, seguida de arabinose, glicose, maltose e frutose,
indicando que as pentoses sao mais reativas do que as hexoses. Ainda, os agucares redutores
diferem na via de escurecimento, sendo que as aldoses sdo mais reativas para a formagao de
produtos de Amadori, enquanto que as cetoses sao para a formacao de produtos de Heyns
(Shibao & Bastos, 2011).

A Reacdo de Maillard ¢ dividida em trés etapas: inicial, intermediaria e final, segundo

o esquema inicialmente proposto por Hodge em 1953 e citado por Nursten (Hodge, 1953;
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Martins et al., 2000; Nursten, 2005;). Alguns dos compostos formados sao identificados como
caracteristicos de cada uma dessas etapas, as quais ndo ocorrem de uma simples forma
sequencial, mas em cascata. Inicialmente ocorre a condensacdo da carbonila de um acgucar
redutor, por exemplo, com um grupamento amina proveniente de aminoacidos livres ou de
proteinas, levando a formagdo de glicosilaminas N-substituidas. Esse ¢ o primeiro produto
estavel formado da Reacao de Maillard. Em alimentos que contenham proteina, o grupamento
amino do residuo de lisina € o alvo principal para o ataque de agucares redutores. Os produtos
formados nessa etapa nao possuem cor, fluorescéncia ou absorcao caracteristica na regido do
ultravioleta (Nursten, 2005). Na etapa seguinte, prolongando-se o0 aquecimento ou
armazenamento, os produtos de Amadori ddo origem a uma série de reagdes como a
desidratacdo, enolizacdo e retroaldoliza¢do, resultando em compostos dicarbonilicos,
redutonas e derivados do furfural, ou ainda em produtos da degradagdo de Strecker (produtos
de degradacio de aminoacidos). E observado nessa etapa o aumento da geragdo produtos
fluorescentes e de substancias capazes de absorver radiacdo na regido do ultravioleta
(Delgado-Andrade et al., 2009). Na ultima fase da Reagdo de Maillard, os produtos
intermedidrios (dicarbonilicos), muito reativos, podem reagir com, por exemplo, residuos de
lisina em proteinas, formando compostos estaveis. Nessa etapa ocorrem reagdes de
fragmentacao e polimerizagdo, com a geracdo de melanoidinas, compostos de coloragao
marrom. Durante o processo sdao formados compostos volateis, tais como cetonas e aldeidos,
que conferem o aroma caracteristico aos produtos (Hodge, 1953; Martins, 2000; Nursten,
2005; Delgado-Andrade et al., 2009; Rufian-Renares et al., 2009).

No caso do presente estudo, temos o carboidrato galactose (hexose) em contato com
diferentes tipos de LIPs baseados nos cations monoetanolamina (aqui representado por 2-
HEA) e dietanolamina (aqui representado por 2-HDEA) a temperaturas acima da ambiente e
faixa de pH varidvel. Por se tratar de meios naturalmente higroscopicos, certamente ha um
teor de agua consideravel nos meios de incubacao configurados para solubilizar o carboidrato.
Portanto, os fatores criticos favoraveis para desencadear a Rea¢do de Maillard estdo presentes
neste processo de solubilizacdo da galactose em LIPs, ou seja, ha a disponibilidade para a
intera¢do do tipo carbonila-amina de escurecimento ndo enzimatico. Especificamente para os
substratos em questdo, a provavel Reacdo de Maillard esta proposta a seguir. Apenas algumas
etapas do processo estdo sugeridas no esquema abaixo para mostrar a real possibilidade de
ocorréncia neste estudo, uma vez que por se tratar de uma cascata de reagdes paralelas
ocorrendo de modo complexo, um trabalho investigativo mais completo precisa ser feito para

identificar todos os possiveis intermediarios deste processo.
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Abaixo (Figura 19), detalhes da Reacdo de Maillard entre a galactose (carbonila) e a

parte cationica 2-HEA (amina) que compde o LIP:
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Figura 19. Reacdo de Maillard.

A seguir apresentamos alguns dos testes que indicam fortemente a ocorréncia da
Reacdo de Maillard. As montagens (Figuras 20 e 21) mostram os testes feitos com a
galactose. A Figura 20 apresenta solucdes da galactose em agua, acido citrico, LIA 1-butil-3-

metilimidazolio de bis (trifluormetilsulfonil) imida [BMIM][NTf;] e dimetilformamida
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(DMF), separadamente, estes ndo caracterizaram a Reagdo de Maillard como ocorreu em

solugodes de alguns LIPs e com as aminas (Figura 21).

a) Solugdo de galactose e agua destilada.

b) Solucdo de galactose e acido citrico.

¢) Solucdo de galactose e LIA [BMIM][NT®,].

d) Solucdo de galactose e dimetilformamida.

Figura 20. Imagens das solu¢des que nao apresentaram Reacdo de Maillard.
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b) Solucdo de galactose e LIP (2-HDEAC:).

¢) Solucdo de galactose e Monoetanolamina. d) Solucdo de galactose e Dietanolamina.

Figura 21. Imagens das solu¢des que apresentaram Reacgdo de Maillard.

E interessante notar que os testes apresentados nas Figuras 20 e 21 foram todos
realizados nas mesmas condi¢cdes experimentais a temperatura de 60 °C. Como era de se
esperar, ndo houve reagdo de escurecimento ndo enzimatico caracteristica do tipo carbonila-

amina ou Reagdo de Maillard quando a galactose foi incubada em contato com agua, acido
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citrico, DMF ou [BMIM][NTf;] (Figura 20). Ao contrario, a incubagdo da galactose em LIP
formado pela porcdo anidnica citrato (2-HEACi ou 2-HDEAC:), independentemente se com a
porcao cationica 2-HEA ou 2-HDEA, apresentou a reacao indesejada de escurecimento nao
enzimatico, conforme pode ser claramente observado na Figura 21. O contato da galactose
somente com as aminas (2-HEA ou 2-HDEA) que dao origem aos LIPs igualmente ocasionou
a degradacao indesejada da galactose. Uma possivel explicagdo para o fato de que todos os
LIPs serem baseados nestes cations (2-HEA e 2-HDEA) e em alguns casos ocorrer a Reagao
de Maillard, enquanto em outros casos nao ocorrer a Reacdo de Maillard fundamenta-se muito
provavelmente nos outros fatores que sdo favoraveis ao processo, quais sejam: pH alcalino e

umidade. A Tabela 24 a seguir apresenta os valores de pH dos LIPs.

Tabela 24. Medidas de pH dos LIPs.

LIP pH
2-HDEAF 6,19
2-HEAL 6,95
2-HDEAL 5,07
2-HDEASa 7,00
2-HEAAd 9,09
2-HDEAOx 4,96
2-HDEAMa 725
2-HDEASu 7,49
2-HDEAAd 8,07
2-HEACi 9,30

Conforme a Tabela 24, de um modo geral os LIPs que mediram pH bésico foram os
que apresentaram a degrada¢do indesejada da galactose, corroborando com a descricdo da

Reacdo de Maillard, a qual ocorre preferencialmente em meio alcalino.

5.7.  Analise de liquidos i0nicos proticos como solventes para o processo enzimatico

A Tabela 25 mostra, concomitantemente, os resultados das principais propriedades
fisico-quimicas que influenciam a biocatalise. E valido ressaltar que para implementar novos
meios de reagdo ndo aquosos, ou seja, ndo convencionais, em bioprocessos, ha que se ter em
mente a necessidade de realizar uma varredura prévia de propriedades que podem influenciar
diretamente na efetividade da reacdo biocatalitica em questdo. E este ¢ o foco principal do
presente estudo, isto ¢, identificar LIPs potenciais para o processo de sintese enzimatica de

um biossurfactante de interesse industrial, o oleato de galactose. Dentre os LIPs estudados, os
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que apresentaram as melhores respostas para seguir adiante com a sintese enzimatica do éster
graxo de agucar de interesse para este trabalho sdo: 2-Hidréxi Dietanolamina Formiato (2-
HDEAF) e o 2-Hidréxi Dietanolamina Lactato (2-HDEAL), com destaque para o 2-HDEAF,
o qual foi o meio de incubacdo que apresentou uma melhor solubilidade do carboidrato
(20,44%) aliada a uma menor viscosidade (40,346 mPa.s), seguido pelo 2-HDEAL
(solubilidade do carboidrato: 14,58%; viscosidade: 80,452 mPa.s), esses dados comparativos
podem ser vistos na Tabela 25. De modo interessante, o valor de K, para estes dois LIPs sdo
bem distintos, o que certamente terd interferéncia distinta sobre o poder catalitico da lipase,
uma vez que o 2-HDEAF apresentou um menor valor de K, indica que este LIP tem a maior
miscibilidade em agua do que o 2-HDEAL, o qual apresentou maior K. Essa interferéncia
diferencial destes dois LIPs serd avaliada posteriormente através de ensaios de estabilidade
enzimatica. Por outro lado, ¢ interessante destacar que o 2-Hidroxi Dietanolamina Oxalato (2-
HDEAOXx), apesar de apresentar uma baixa viscosidade também apresentou uma baixa
solubilidade do carboidrato, enquanto que o 2-Hidroxi Dietanolamina Maleato (2-HDEAMa)

apresentou uma alta viscosidade e, surpreendentemente, uma alta solubilidade do carboidrato.

Tabela 25. Tabela comparativa dos resultados de coeficiente de particdo dos LIPs a 40 °C, viscosidade a 60 °C ¢
solubilidade da galactose em LIPs a 60 °C.

LIP Kow Viscosidade (mPa.s) Solubilidade (% massa)
2-HDEAF 0,53 40,346 20,44
2-HEAL 0,44 73,422 *NI
2-HDEAL 1,02 80,452 14,58
2-HDEASa 0,42 264,006 8,36
2-HEAAd 0,83 178,422 *NI
2-HDEAOx 0,57 46,865 14,18
2-HDEAMa 0,62 381,950 18,84
2-HDEASu 0,55 99,198 *NI
2-HDEAAd 0,33 320,244 *NI
2-HEACi 1,25 451,566 *NI

*NI — Nao Identificado em decorréncia da reagdo de escurecimento ndo enzimatico (Reagdo de Maillard).
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6. Conclusoes

Neste trabalho foram sintetizados e identificados instrumentalmente (por RMN e
FTIR) com éxito um total de dez liquidos i06nicos proéticos (2-Hidroxi Dietanolamina Formiato
(2-HDEAF), 2-Hidroxi Etanolamina Lactato (2-HEAL), 2-Hidroxi Dietanolamina Lactato (2-
HDEAL), 2-Hidroxi Dietanolamina Salicilato (2-HDEASa), 2-Hidroxi Etanolamina Adipato
(2-HEAAd), 2-Hidroxi Dietanolamina Oxalato (2-HDEAOx), 2-Hidroxi Dietanolamina
Maleato (2-HDEAMa), 2-Hidroxi Dietanolamina Succinato (2-HDEASu), 2-Hidroxi
Dietanolamina Adipato (2-HDEAAJ) e o 2-Hidroxi Etanolamina Citrato (2-HEACi)). Nao ha
registro bibliografico prévio na literatura cientifica da maioria desses compostos, nem
caracterizacdo ou uso aplicado conhecido. A interpretagdo espectral através das técnicas
espectrométricas de RMN e FTIR mostrou os sinais (ppm) e as bandas de absor¢do (cm™)
caracteristicos das estruturas proprias dos LIPs sintetizados neste trabalho.

A massa especifica e a velocidade de transmissdo do som desses dez LIPs em fungdo de
temperatura foram medidas e os LIPs que possuem alto peso molecular e natureza
polieletrolitica (aqueles cuja sintese ¢ feita com anions oxalato, succinato, maleato, adipato e
citrato) apresentaram os maiores resultados para as propriedades estudadas. Os valores
medidos de massa especifica e velocidade de propagacao do som expressam a natureza de alta
interacdo entre os ions, apresentando valores elevados para ambas propriedades. A massa
especifica e a velocidade de propagacdo do som também apontaram uma tendéncia
decrescente com o aumento da temperatura, em virtude de uma maior cinética idnica.

O modelo utilizado para estimagdo de ponto critico por Valderrama & Robles (2007) ¢
aplicado para LIAs, nesse sentido o uso do mesmo para os LIPs nesse trabalho resultou num
entendimento qualitativo. Foram também avaliados os modelos de equacdo de estado de
Rackett, Rackett Modificado por Spencer e Danner (Rackett, 1970; Spencer & Danner, 1972),
a equacdo pelo Indice de Conectividade Massica (ICM) (Valderrama & Rojas, 2010) ¢ a
equacdo de Nasrifar-Moshfeghian (Mchaweh ef al., 2004) para estimacao da massa especifica
dos LIPs. Usou-se o modelo da Teoria do Fator de Colisao (TFC) (Gonzalez et al., 2001) para
estimar a velocidade de propagacdo do som, a qual ¢ dependente dos fatores de colisdao entre
as moléculas ou ions. Embora esses modelos tenham sido desenhados para moléculas

covalentes, em termos gerais, os resultados apresentam uma concordancia qualitativa.
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Baseado nos resultados dos estudos de coeficiente de partigao, viscosidade e
solubilidade do carboidrato nos LIPs nesse trabalho, os LIPs que podem ser os mais
promissores para prosseguir com a sintese do éster graxo de acucar sdo: o 2-Hidroxi
Dietanolamina Formiato (2-HDEAF), o 2-Hidroxi Dietanolamina Lactato (2-HDEAL) estes
apresentaram uma maior solubilizacdo da galactose, o que trard incrementos em termos de
conversao no bioproduto de interesse, assim como o 2-Hidroxi Dietanolamina Oxalato (2-
HDEAOx) uma vez que o mesmo, além de ter apresentado uma boa solubilidade do
carboidrato, possui também uma baixa viscosidade, o que certamente € positivo em termos de
processo, por ndo trazer problemas de limitagdes de transferéncia de massa. Porém, também
foi observado que os outros dois LIPs (2-HDEASa, 2-HDEAMa), embora com valores mais
altos de viscosidade, também podem ser candidatos em potencial a essa sintese de oleato de
galactose, pois, 0 agucar em questdao apresentou alta solubilidade no 2-Hidréxi Dietanolamina

Maleato (2-HDEAMa), por exemplo.
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7. Perspectivas para trabalhos futuros

Este trabalho se apresenta como um importante avango dentre as pesquisas que visam
a reducdo do impacto ambiental causado pelos processos que fazem uso de solventes
industriais altamente toxicos e de custo elevado. Além disso, estudos reportados na literatura
corrente com lipases mostraram que esta classe de enzimas exibiu maior estabilidade térmica
em LIs do que em solventes orgéanicos tradicionais, onde LIs aparentaram exercer uma
espécie de cobertura protetora para a enzima, o que resultou em biocatélise nas reagdes de
esterificagdo de modo mais eficiente do que em meios organicos.

O uso dos LIPs para reacdes enzimaticas ¢ uma inovagao, pois nao ha na literatura
qualquer estudo nesse tema com sua utilizagdo. Espera-se com a finalizacao deste trabalho
avangar nas pesquisas de producao de ésteres graxos de acucares, biossurfactantes de grande
aplicacdo tecnologica, via rota enzimdtica, pois, a proposta tema desta dissertagdo se
diferencia de outras por ser inovadora e com foco em uso de novas substancias de perfil
sustentavel e natureza biodegradavel.

Como sugestdo para trabalhos futuros esta a continuidade do presente estudo através
da realizacdo dos testes de estabilidade enzimatica e sintese do oleato de galactose na
presenca dos LIPs selecionados nesta dissertagdo de Mestrado aliado a produgdao de novos
LIPs que possam apresentar uma estrutura diferenciada para evitar a reacdo de escurecimento
nao enzimdtico (Reacdo de Maillard) observada aqui e at¢ mesmo a mistura desses LIPs ja
sintetizados com pHs diferentes (um mais acido e outro mais basico) para que se atinja um
potencial hidrogenidonico favoravel a aplicagdo proposta. Além disso, de acordo com o
coeficiente de particdo dos LIPs, seu carater polar (compreendidos entre 0,5 a 1,0
aproximadamente) posssibilitara uma diferente interagdo com a camada de dgua presente na
enzima, pois apresentam miscibilidade em agua em diferentes graus, o que mantém a estrutura
catalitica da enzima. Logo, a partir dos dados obtidos aliados aos testes de estabilidade da

enzima, temos condigdes de avaliar a influéncia do coeficiente de particdo na biocatalise.
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Apéndice II: Espectros de FTIR
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Apéndice III: Tabela de dados experimentais das propriedades termodinamicas

99

Massas especificas (p) e velocidades do som (u) dos liquidos idnicos proticos na faixa

de temperatura 20-50 °C.

2-HDEAF 2-HDEAL 2-HDEAOx 2-HEAL
T P u P u p u p u
X) (gem” (ms") (gem™) (ms') | (gem?) (ms™) (gem®)  (ms)
20,00 1,197254 1811,20 1,216421 1893,41 1,263739 2052,41 1,216421 1893,41
20,50 1,196937 1809,92 1,216186 1892,40 1,263538 2051,70 1,216186 1892,40
21,00 1,196617 1808,61 1,215862 1890,17 1,263296 2050,84 1,215862 1890,17
21,50 1,196296 1807,32 1,215589 1888,19 1,263021 2049,93 1,215589 1888,19
22,00 1,195977 1806,02 1,215294 1886,43 1,262782 2049,12 1,215294 1886,43
22,50 1,195653 1804,76 1,215023 1884,78 1,262551 2048,38 1,215023 1884,78
23,00 1,195335 1803,50 1,214732 1883,13 1,262246 2047,42 1,214732 1883,13
23,50 1,195012 1802,25 1,214442 1881,47 1,262013 2046,76 1,214442 1881,47
24,00 1,194689 1801,02 1,214167 1879,97 1,261747 2045,91 1,214167 1879,97
24,50 1,194365 1799,77 1,213891 1878,51 1,261515 2045,15 1,213891 1878,51
25,00 1,194041 1798,54 1,213607 1877,02 1,261259 2044,39 1,213607 1877,02
25,50 1,193724 1797,31 1,213319 1875,50 1,261000 2043,64 1,213319 1875,50
26,00 1,193403 1796,07 1,213039 1874,17 1,260749 2042,90 1,213039 1874,17
26,50 1,193072 1794,84 1,212761 1872,80 1,260512 2042,20 1,212761 1872,80
27,00 1,192754 1793,62 1,212499 1871,53 1,260251 2041,48 1,212499 1871,53
27,50 1,192428 1792,39 1,212222 1870,13 1,260008 2040,79 1,212222 1870,13
28,00 1,192106 1791,16 1,211958 1868,84 1,259780 2040,11 1,211958 1868,84
28,50 1,191779 1789,94 1,211671 1867,45 1,259555 2039,46 1,211671 1867,45
29,00 1,191456 1788,72 1,211419 1866,26 1,259295 2038,74 1,211419 1866,26
29,50 1,191134 1787,50 1,211131 1864,95 1,259087 2038,14 1,211131 1864,95
30,00 1,190807 1786,27 1,210877 1863,76 1,258819 2037,44 1,210877 1863,76
30,50 1,190481 1785,05 1,210615 1862,53 1,258580 2036,78 1,210615 1862,53
31,00 1,190159 1783.83 1,210332 1861,32 1,258351 2036,20 1,210332 1861,32
31,50 1,189827 1782,61 1,210085 1860,16 1,258123 2035,55 1,210085 1860,16
32,00 1,189506 1781,40 1,209830 1859,05 1,257893 2034,93 1,209830 1859,05
32,50 1,189178 1780,17 1,209549 1857,83 1,257672 2034,32 1,209549 1857,83
33,00 1,188850 1778,95 1,209316 1856,83 1,257476 2033,80 1,209316 1856,83
33,50 1,188527 1777,74 1,209037 1855,66 1,257239 2033,15 1,209037 1855,66
34,00 1,188200 1776,53 1,208761 1854,47 1,257000 2032,53 1,208761 1854,47
34,50 1,187875 1775,30 1,208505 1853,37 1,256762 2031,91 1,208505 1853,37
35,00 1,187545 1774,09 1,208263 1852,31 1,256555 2031,38 1,208263 1852,31
35,50 1,187216 1772,87 1,208046 1851,40 1,256361 2030,86 1,208046 1851,40
36,00 1,186891 1771,65 1,207806 1850,29 1,256107 2030,20 1,207806 1850,29
36,50 1,186561 1770,43 1,207511 1848,91 1,255872 2029,57 1,207511 1848,91
37,00 1,186236 1769,20 1,207351 1848,34 1,255655 2029,00 1,207351 1848,34
37,50 1,185907 1767,99 1,207045 1846,97 1,255434 2028,50 1,207045 1846,97
38,00 1,185575 1766,76 1,206778 1845,83 1,255249 2027,93 1,206778 1845,83
38,50 1,185251 1765,54 1,206547 1844,68 1,255060 2027,45 1,206547 1844,68
39,00 1,184922 1764,32 1,206338 1843,87 1,254838 2026,90 1,206338 1843,87
39,50 1,184593 1763,09 1,206095 1842,74 1,254641 2026,41 1,206095 1842,74
40,00 1,184263 1761,87 1,205850 1841,66 1,254421 2025,81 1,205850 1841,66
40,50 1,183936 1760,64 1,205618 1840,65 1,254196 2025,10 1,205618 1840,65
41,00 1,183605 1759,42 1,205416 1839,57 1,254072 2024,95 1,205416 1839,57
41,50 1,183277 1758,20 1,205206 1838,53 1,253827 2024,34 1,205206 1838,53
42,00 1,182944 1756,97 1,204997 1837,53 1,253685 2023,71 1,204997 1837,53
42,50 1,182618 175575 1,204802 1836,79 1,253491 2023,34 1,204802 1836,79
43,00 1,182282 1754,52 1,204612 1835,88 1,253225 2022,58 1,204612 1835,88
43,50 1,181953 1753,29 1,204352 1834,47 1,253066 2022,08 1,204352 1834,47
44,00 1,181622 1752,06 1,204195 1833,82 1,252892 2021,69 1,204195 1833,82
44,50 1,181290 1750,83 1,203979 1832,83 1,252660 2020,89 1,203979 1832,83
45,00 1,180960 1749,60 1,203817 1831,91 1,252501 2020,66 1,203817 1831,91
45,50 1,180625 1748,37 1,203576 1830,98 1,252328 2020,13 1,203576 1830,98
46,00 1,180293 1747,14 1,203367 1829,78 1,252183 2019,64 1,203367 1829,78
46,50 1,179965 1745.,90 1,203128 1828,75 1,251943 2018,93 1,203128 1828,75
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2-HDEAF 2-HDEAL 2-HDEAOx 2-HEAL
T p u p u p u p U
(K) (gem”) (ms™) (gem”) (ms™) (gem”) (ms™) (gem”) (ms™)
47,00 1,179628 1744,67 1,202960 1827,53 1,251722 2018,38 1,202960 1827,53
47,50 1,179294 1743,44 1,202816 1826,97 1,251510 2017,79 1,202816 1826,97
48,00 1,178961 174221 1,202652 1825,92 1,251298 2017,42 1,202652 1825,92
48,50 1,178624 1740,97 1,202441 1824,87 1,251151 2017,10 1,202441 1824,87
49,00 1,178293 1739,73 1,202263 1823,86 1,250895 2016,44 1,202263 1823,86
49,50 1,177958 1738,50 1,202132 1823,14 1,250646 2015,96 1,202132 1823,14
50,00 1,177621 1737,25 1,201960 1822,20 1,250516 2015,65 1,201960 1822,20
2-HEAAd 2-HDEAMa 2-HDEASu 2-HDEAAd
T P u P u P u P U
(K) (gem™) (ms™) (gem™) (ms™) (gem™) (ms™) (gem™) (ms™)
20,00 1,196369 2028,38 1,283349 2133,42 1,231893 2021,01 1,224050 2030,30
20,50 1,196123 2026,67 1,283067 2129,70 1,231641 2019,67 1,223820 2028,22
21,00 1,195894 2025,10 1,282823 2125,77 1,231361 2018,20 1,223580 2026,16
21,50 1,195677 2023,63 1,282559 2122,36 1,231101 2016,92 1,223344 2024,12
22,00 1,195446 2021,94 1,282328 2119,00 1,230836 2015,49 1,223093 2021,85
22,50 1,195224 2020,55 1,282089 2115,99 1,230557 2014,21 1,222861 2019,89
23,00 1,195010 2019,09 1,281828 2112,77 1,230296 2012,98 1,222621 2017,94
23,50 1,194775 2017,79 1,281580 2109,74 1,230022 2011,66 1,222396 2016,00
24,00 1,194538 2016,33 1,281336 2106,95 1,229774 2010,55 1,222153 2014,13
24,50 1,194329 2015,03 1,281093 2104,08 1,229499 2009,31 1,221929 2012,36
25,00 1,194106 2013,74 1,280837 2101,14 1,229251 2008,18 1,221702 2010,54
25,50 1,193879 2012,53 1,280611 2098,34 1,228980 2007,00 1,221490 2008,87
26,00 1,193661 2011,22 1,280376 2095,86 1,228730 2005,91 1,221266 2007,13
26,50 1,193450 2010,03 1,280118 2093,27 1,228459 2004,74 1,221037 2005,45
27,00 1,193222 2008,88 1,279907 2090,92 1,228204 2003,67 1,220833 2003,89
27,50 1,193000 2007,68 1,279654 2088,41 1,227955 2002,66 1,220599 2002,27
28,00 1,192813 2006,67 1,279414 2086,14 1,227724 2001,80 1,220383 2000,67
28,50 1,192564 2005,44 1,279188 2083,87 1,227440 2000,57 1,220167 1999,16
29,00 1,192370 2004,43 1,278945 2081,59 1,227175 1999,51 1,219948 1997,65
29,50 1,192166 2003,38 1,278718 2079,38 1,226964 1998,79 1,219731 1996,21
30,00 1,191935 2002,30 1,278475 2077,31 1,226645 1997,45 1,219518 1994,69
30,50 1,191747 2001,32 1,278236 2075,14 1,226442 1996,67 1,219328 1993,25
31,00 1,191522 2000,27 1,278019 2073,24 1,226139 1995,43 1,219112 1991,96
31,50 1,191301 1999,33 1,277790 2071,25 1,225927 1994,63 1,218893 1990,43
32,00 1,191096 1998,28 1,277555 2069,35 1,225653 1993,61 1,218692 1989,25
32,50 1,190889 1997,27 1,277316 2067,45 1,225441 1992,70 1,218476 1987,73
33,00 1,190698 1996,59 1,277112 2065,74 1,225191 1991,85 1,218284 1986,50
33,50 1,190479 1995,49 1,276893 2064,02 1,224921 1990,69 1,218110 1985,11
34,00 1,190286 1994,68 1,276659 2062,21 1,224717 1990,16 1,217938 1983,96
34,50 1,190134 1994,07 1,276433 2060,56 1,224439 1988,95 1,217733 1982,72
35,00 1,189934 1993,10 1,276201 2058,71 1,224219 1988,03 1,217528 1981,23
35,50 1,189677 1991,93 1,275989 2057,19 1,224012 1987,38 1,217414 1979,92
36,00 1,189474 1991,29 1,275764 2055,83 1,223721 1986,29 1,217338 1978,50
36,50 1,189329 1990,45 1,275566 2054,30 1,223542 1985,44 1,217199 1977,78
37,00 1,189088 1989.,47 1,275324 2052,47 1,223267 1984,53 1,217024 1976,17
37,50 1,188917 1988,76 1,275115 2050,93 1,223040 1983,57 1,216889 1974,80
38,00 1,188724 1988,15 1,274896 2049,57 1,222796 1982,77 1,216741 1973,53
38,50 1,188557 1987,32 1,274722 2048,23 1,222564 1981,94 1,216606 1972,36
39,00 1,188379 1986,49 1,274478 2046,50 1,222371 1981,08 1,216441 1971,18
39,50 1,188180 1985,57 1,274299 2045,35 1,222119 1980,15 1,216278 1970,39
40,00 1,187986 1984,84 1,274073 2043,86 1,221930 1979,36 1,216087 1968,87
40,50 1,187793 1983,97 1,273862 2042,45 1,221690 1978,43 1,215931 1968,04
41,00 1,187632 1983,17 1,273682 2041,53 1,221466 1977,65 1,215753 1966,86
41,50 1,187458 1982,47 1,273464 2039,91 1,221291 1976,90 1,215569 1965,52
42,00 1,187292 1981,74 1,273300 2038,65 1,221040 1975,86 1,215393 1964,44
42,50 1,187103 1980,99 1,273078 2037,17 1,220835 1974,89 1,215258 1963,26
43,00 1,186950 1980,38 1,272912 2036,24 1,220642 1974,06 1,215105 1962,24
43,50 1,186810 1979,58 1,272720 2034,94 1,220463 1973,40 1,214964 1961,29
44,00 1,186624 1978,84 1,272519 2033,69 1,220233 1972,75 1,214782 1960,09
44,50 1,186472 1978,34 1,272374 2032,64 1,220042 1971,78 1,214634 1958,89
45,00 1,186315 1977,51 1,272154 2031,40 1,219861 1971,07 1,214503 1958,24
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2-HEAAd 2-HDEAMa 2-HDEASu 2-HDEAAd
T P u u
X) (gem™) (ms™) (gc?n'S) (ms™) (gc?n'S) (mL;'l) (gc?n'S) (m[i'l)
45,50 1,186152 1976,65 1,272048 2030,39 1,219635 1969,98 1,214313 1956,67
46,00 1,185991 1975,83 1,271795 2028,83 1,219528 1969,56 1,214188 1955,63
46,50 1,185834 1975,48 1,271624 2028,00 1,219295 1968,43 1,214052 1954,48
47,00 1,185678 1974,53 1,271432 2026,79 1,219146 196782 1,213917 1953,33
47,50 1,185532 1973,88 1,271272 2025,61 1,218996 1967,12 1,213794 1952,21
48,00 1,185464 1973,34 1,271093 2024,51 1,218731 1965,94 1,213684 1951,26
48,50 1,185261 1972,40 1,270929 2023,29 1,218571 1965,05 1,213564 1950,38
49,00 1,185138 1971,83 1,270774 2022,36 1,218435 1964,50 1,213441 1948,97
49,50 1,185055 1971,37 1,270674 2021,66 1,218253 1963,75 1,213357 194785
50,00 1,184891 1970,50 1,270497 2020,28 1,218094 1962,62 1,213250 1946,78
2-HEACi
T p u
®) (gem™) (ms™)
20,00 1,326940 2231,87
20,50 1,326700 2228,20
21,00 1,326450 2224,70
21,50 1,326210 2221,28
22,00 1,325960 2218,00
22,50 1,325720 2214,89
23,00 1,325470 2211,82
23,50 1,325230 2208,93
24,00 1,324980 2206,11
24,50 1,324740 2203,37
25,00 1,324490 2200,72
25,50 1,324250 2198,14
26,00 1,324000 2195,67
26,50 1,323750 2193,28
27,00 1,323500 2190,97
27,50 1,323260 2188,70
28,00 1,323000 2186,52
28,50 1,322760 2184,36
29,00 1,322500 2182,28
29,50 1,322250 2180,22
30,00 1,322000 2178,21
30,50 1,321750 2176,24
31,00 1,321490 2174,34
31,50 1,321240 2172,47
32,00 1,320980 2170,66
32,50 1,320720 2168,89
33,00 1,320470 2167,18
33,50 1,320210 2165,49
34,00 1,319950 2163,86
34,50 1,319690 2162,26
35,00 1,319420 2160,71
35,50 1,319160 2159,19
36,00 1,318890 2157,72
36,50 1,318620 2156,28
37,00 1,318350 2154,89
37,50 1,318090 215351
38,00 1,317810 2152,18
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2-HEACi
T P u
X) (gem™) (ms™)
38,50 1,317540 2150,85
39,00 1,317270 2149,58
39,50 1,316990 2148,32
40,00 1,316710 2147,09
40,50 1,316440 2145,86
41,00 1,316160 2144,67
41,50 1,315870 2143,50
42,00 1,315600 2142,36
42,50 1,315320 2141,24
43,00 1,315030 2140,12
43,50 1,314770 2139,02
44,00 1,314530 2137,94
44,50 1,314290 2136,88
45,00 1,314050 2135,84
45,50 1,313810 213481
46,00 1,313570 2133,80
46,50 1,313320 2132,79
47,00 1,313080 2131,79
47,50 1,312840 2130,82
48,00 1,312600 2129,85
48,50 1,312360 2128,90
49,00 1,312120 2127,96
49,50 1,311880 2127,05
50,00 1311640 2126,10
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Apéndice 1V: Producao cientifica

Como resultados deste trabalho foram desenvolvidos os seguintes trabalhos

cientificos:

APRESENTACOES EM CONGRESSOS

Titulo do Trabalho

Evento

Autores

Efeito da temperatura sobre a
densidade e velocidade de
propagacdo do som em 6leos

vegetais

7° ENTEQUI - Encontro Nacional de
Tecnologia Quimica
17-19 Setembro 2014, Vitoria/ES —
Brasil

Trabalho resumo

Miguel Iglesias, Gicelia
Ferreira, Rebecca Andrade, A.

Arnabat, Cristina Gonzalez.

Calculating the number of
solvation using mixtures of

ionic liquids.

13 CLAFQO - 13th Latin American
Conference on Physical Organic
Chemistry
17-21 Maio 2015, Villa Carlos Paz -
Argentina

Trabalho resumo

Miguel Iglesias, Gicelia
Ferreira, Karine Souza,

Deiseane Santos, Wendy Vieira.

Industria sustentavel: liquidos
i0nicos proticos como materiais

do futuro

5° REA - 5" Reunifo de Estudos
Ambientais
18-19 Junho 2015, Porto Alegre -
Brasil

Trabalho resumo

Miguel Iglesias, Gicelia
Ferreira, Rebecca Andrade,
Sandra Cerqueira, Roberta

Bussamara.

Medigdo do coeficiente de
parti¢do de liquidos i6nicos

proticos

II Simpésio Nacional sobre
Bioenergia
03-04 Dezembro 2015, Salvador —
Brasil

Trabalho resumo

Miguel Iglesias, Gicelia
Ferreira, Daniel Oliveira,

Sandra Pereira.

Effect of temperature on the
thermodynamic properties of

new protic ionic liquids

CLAQ - 32° Congresso
Latinoamericano de Quimica
19-22 Janeiro 2016, Concepcioén, Chile

Trabalho resumo

Miguel Iglesias, Gicelia
Ferreira, Rebecca Andrade,

Cristina Gonzalez.
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Titulo do Trabalho

Periodico

Autores

Investigation of the rheological

properties of protic ionic liquids

Journal of Physical Organic
Chemistry
Impact Index (2015) = 1.38

Miguel Iglesias, Gicelia Ferreira,

Rebecca  Andrade,

Danillo

Camargo, Helen Mazzer, Licio

Cardozo-Filho.

Thermodynamic properties of palm
oil (Elaeis guineensis) and evening
seed oil

primrose (Oenothera

biennis) as a function of

temperature

World Wide Journal of
Multidisciplinary Research and

Development

Miguel Iglesias, Gicelia Ferreira,

Rebecca  Andrade,

Camargo.

Danillo
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