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Solugdes aquosas de sais e liquidos i6nicos para promover a solubilidade e extracdo de
artemisinina

Resumo

A busca pela cura da maléria levou pesquisadores a encontrar a artemisinina (ART) em
uma planta chinesa (Artemisia annua L.), no inicio da década de 1970. Este composto é
um peréxido de lactona sesquiterpenodide conhecido por sua potente atividade
antimalarica, doenca que afeta 216 milhdes de pessoas atualmente. No entanto, a extracdo
convencional da ART apresenta alto custo e baixa eficiéncia, sendo sua baixa solubilidade
em &gua considerada um forte obstaculo ao seu amplo uso. Os hidrétropos séo uma classe
de compostos com a capacidade de aumentar consideravelmente a solubilidade de solutos
hidrofobicos em solucbGes aquosas. Recentemente, liquidos idnicos (LIs) tém sido
relatados como uma classe promissora de hidrétropos capaz de aumentar a solubilidade
de varios compostos hidrofébicos em solucdo aquosa. Assim, solucdes hidrotrépicas com
LIs podem contribuir ndo apenas para melhorar a eficiéncia da extracdo de ART de fonte
natural, mas também para aumentar sua biodisponibilidade. Neste contexto, o objetivo
principal da tese € propor um método de extracdo de ART que utilize solugBes aquosas
de LlIs, ou sais, como solventes alternativos. Neste ambito, foi analisado o impacto das
estruturas quimicas dos LIs, nomeadamente a natureza do anion e do cation, e suas
concentracdes, na solubilidade da ART em agua, tendo essa sido determinada em
solucdes aquosas de LIs, ou sais, a diferentes molalidades, e a 30 °C. Os resultados obtidos
evidenciam claramente a capacidade excepcional deste tipo de substéncias para aumentar
asolubilidade da ART em meio aquoso, o que é comparado ao obtido com o uso de alguns
solventes organicos. O valor maximo da solubilidade variou, nos diferentes sistemas,
entre 2,5 e até 750 vezes o valor da solubilidade da agua pura, sendo 0 maximo atingido
com o salicilato de s6dio. Além disso, parametros solvatocrémicos das solu¢des aquosas
investigadas foram determinados com o objetivo de correlacionar as propriedades do
solvente com os dados de solubilidade da ART e contribuir na compreensdo do fenémeno
da hidrotropia. Apds a comprovacao do poder hidrotropico do LI e do sal, a metodologia
de superficie de resposta foi utilizada para otimizar as condi¢des operacionais de extracdo
(tempo de extracao, concentragdo de hidrotropo e temperatura), levando a um rendimento
maximo de extracdo de ART de 0,68% em peso de folhas secas da Artemisia annua L..

Por fim, a atividade antimalarica dos extratos foi determinada e comprovada.

Palavras-chave: artemisinina, liquidos i6nicos, hidrétropos, extracdo sélido-liquido,

parametros solvatocrémicos
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Aqueous solutions of salts and ionic liquids to promote the solubility and extraction of
artemisinin

Abstract

The search for a cure for malaria led researchers to find artemisinin (ART) in a Chinese
plant (Artemisia annua L.) in the early 1970s. This compound is a sesquiterpenoid lactone
peroxide known for its potent antimalarial activity, a disease that affects 216 million
people today. However, conventional ART extraction has high cost and low efficiency,
and its low solubility in water is considered a strong obstacle to its wide use. Hydrotropes
are a class of compounds with the ability to increase the solubility of hydrophobic solutes
in aqueous solutions considerably. Recently, ionic liquids (ILs) have been reported as a
promising class of hydrotropes capable of increasing the solubility of various
hydrophobic compounds in an aqueous solution. Thus, hydrotropic solutions with ILs can
contribute not only to improve the efficiency of extracting ART from natural sources but
also to increase its bioavailability. In this context, the main objective of the thesis is to
propose a method of extracting ART that uses aqueous solutions of ILs, or salts, as
alternative solvents. First, the impact of the chemical structures of ILs, namely the nature
of the anion and cation, and their concentration on the solubility of ART in water was
evaluated. For this, the solubility of ART was determined in several aqueous solutions of
ILs/salts at different concentrations at 30 °C. The results obtained so far clearly
demonstrate the exceptional ability of ILs to increase the solubility of ART in aqueous
media, which is compared to that obtained with the use of organic solvents. The maximum
solubility value varied, in the different systems, between 2.5 and 750 times the solubility
value of pure water, the maximum being reached with sodium salycilate. In addition,
solvatochromic parameters of the investigated aqueous solutions of ILs were determined
to correlate the solvent properties with the ART solubility data and study the hydrotropy
phenomenon. After proving the IL and salt hydrotropic power, the response surface
methodology was used to optimize the operational extraction conditions (extraction time,
hydrotrope concentration, and temperature), leading to a maximum ART extraction yield
of 0.68% by weight of dry leaves of Artemisia annua L.. Finally, the antimalarial activity

of the extracts was determined and confirmed.

Key words: artemisinin, ionic liquids, hydrotropes, solid-liquid extraction,

solvatochromic parameters
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Capitulo 1 — Introducao

Hidrotropia

*Método convencional:
«Eter de petroleo e
diclorometano

*Solugdes aquosas de
Lls/sais

«Atividade antimalarica
*Parametros

solvatocromicos *Estudo de solubilidade

em 4gua e solugdes
aquosas

Caracterizagdo Extragdo




A malaria € uma doenca infecciosa causada pelo parasita Plasmodium. Estes parasitas sao
transmitidos ao ser humano através da picada da fémea de mosquitos Anopheles. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 3,3 mil milhdes de pessoas
estdo em risco de contrair malaria durante a sua vida, em particular nos paises menos
desenvolvidos. Embora a taxa de incidéncia da malaria tenha diminuido cerca de 2% entre
2015 e 2019 (de 58 para 57 casos por 1000 pessoas em risco), estima-se que em 2019 a
malaria tenha atingido 229 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, tendo sido responsével

por 409 mil mortes nesse mesmo ano (WHO, 2020).

A artemisinina (ART) é um composto de origem natural encontrado em mais elevada
concentracdo numa planta de origem asiatica denominada de Artemisia annua L. e tem
acdo rapida contra os vetores que causam a maléaria. As suas caracteristicas
farmacodindmicas e farmacocinéticas, assim como a sua forte capacidade para a
eliminacdo do Plasmodium trouxeram muitas expectativas face a esta nova classe de
farmacos antimalaricos (DE VRIES; DIEN, 1996). Existem diversas formulacGes
comerciais baseadas na ART (CZECHOWSKI et al., 2020), e além da sua atividade
antimalarica, a ART e o0s seus derivados apresentam outras propriedades terapéuticas,
nomeadamente atividade antimicrobiana, antiviral e antitumoral (BEEKMAN et al.,
1998; CRESPO-ORTIZ; WEI, 2012; OH et al., 2009).

Mais de 3,1 bilhGes de tratamentos & base de ART foram vendidos mundialmente entre
2010-2019 (WHO, 2020), o que equivale a cerca de 1550 toneladas de ART pura obtida
de A. annua (assumindo 0,5 g de ART por tratamento). Embora seja possivel a sua
preparacdo por sintese quimica, esta é muito longa, com baixo rendimento e
economicamente pouco sustentavel. Assim, a origem da maior quantidade desse
composto para comercializagdo continua a ser a Artemisia annua L. (ABDIN et al., 2003;
LAPKIN, 2014).

A extracdo da ART € sujeita a uma grande atencdo por parte da comunidade cientifica,
com diversos métodos a serem estudados e comparados por diversos autores (HAO et al.,
2002; PILKINGTON; PRESTON; GOMES, 2014; SILVA et al., 2017). Os métodos
tradicionais de extragdo envolvem a utilizacdo de hidrocarbonetos, como hexano ou éter
de petréleo (LABOUKHI-KHORSI; DAOUD; CHEMAT, 2017a). No entanto, tém
surgido algumas propostas alternativas a extragcdo convencional, nomeadamente a
utilizacdo de extracGes sélido-liquido a baixa pressdo com hexano ou etanol (LAPKIN;
PLUCINSKI; CUTLER, 2006), a extracdo com solventes supercriticos, como o caso do
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didxido de carbono supercritico (KOHLER et al., 1997), e a extracdo com liquidos iGnicos
(DAl et al., 2013).

A eficacia terapéutica da ART depende, no entanto, da sua biodisponibilidade e
solubilidade em meio aquoso. Este composto possui baixa solubilidade em &gua e isso
tem sido um grande obstidculo ao seu uso efetivo. Nesse contexto, as solugdes
hidrotropicas podem contribuir ndo apenas para melhorar a eficacia da extracao de ART,
mas também para aumentar a sua biodisponibilidade. Alguns liquidos iénicos (LIs)
mostraram uma forte capacidade de aumentar a solubilidade de biomoléculas através do
fendmeno de hidrotropia (CLAUDIO et al., 2015; SINTRA et al., 2018).

A possibilidade de combinar varios cations e anions e, assim, ser capaz de sintetizar um
grande nimero de LIs, torna necessaria a caracteriza¢ado fisico-quimica desses compostos
para que possam ser melhor selecionados para uma determinada aplicacdo. O
conhecimento de suas propriedades, tais como temperaturas de fusdo, densidade,
viscosidade e propriedades de solvatacdo/polaridade, a fim de definir o solvente que
melhor se adequa a um processo especifico, €, portanto, de alta relevancia (CLAUDIO et
al., 2014). No caso do processo hidrotrépico, as interacfes especificas que ocorrem entre
o solvente e o soluto dissolvido (interacdes soluto-solvente) geralmente estdo
relacionadas a polaridade do solvente e de outras interacdes especificas (TELES et al.,
2017). Os estudos das sondas solvatocrémicas surgiram da necessidade de compreender
questdes como a influéncia dos efeitos do solvente nas reacdes quimicas e nos processos
de dissolugéo de solutos, principalmente em termos de polaridade (MACHADO, 1997).
Kamlet, Taft e colaboradores (KAMLET, 1975; KAMLET; ABBOUD; TAFT, 1977,
KAMLET; TAFT, 1976) propuseram o0 uso de sondas solvatocrémicas e
espectrofotometria visivel no UV para estabelecer uma escala numérica quanto a
capacidade aceptora e doadora de pontes de hidrogénio, bem como de polarizabilidade

das diferentes moléculas.

Tendo em consideragdo a importancia da ART no tratamento da maléria, e com o intuito
de propor um método de extracdo mais econdmico e sustentavel, a tese propde estudar a
aplicacdo de solugOes aquosas de LIs ou sais, como solventes alternativos para a extragéo
de ART das folhas da Artemisia annua L.. Uma triagem indicou quais as melhores
solugdes aquosas de LIs e dos sais. Para isso, foram investigadas a solubilidade da ART
nessas solugdes. Apos identificar os LIs mais promissores, variaveis de processo como
temperatura, tempo de extracdo e porcentagem de &gua adicionada ao LI, foram
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otimizados para maximizar a extracdo de ART. Por fim, a bioatividade do extrato foi

testada.
1.1. Objetivos

O objetivo geral do trabalho é avaliar o0 uso de liquidos i6nicos, sais, e suas solugdes
aquosas, como solventes alternativos para a extracdo de artemisinina a partir de folhas de
Artemisia annua L., visando melhorar sua biodisponibilidade e atividade antimalarica. Os
objetivos especificos sdo: 1. Determinacdo da solubilidade da ART em diferentes
solucdes aquosas de Lls/sais, a 30°C; 2. Determinagéo dos parametros solvatocromicos
dos sistemas estudados; 3. Extracdo de ART utilizando solucBGes aquosas de LlIs e

solventes organicos; 4. Avaliacdo da atividade antimalarica.
1.2. Visao geral do projeto

A tese de doutorado é dividida em duas etapas: determinacédo de dados de solubilidade e

caracterizacdo fisico-quimica das solugdes hidrotrépicas, e extracdo da ART da biomassa.

Para a primeira etapa, foi feito um mapeamento onde foram utilizados 12 LIs e sais para
a determinacdo de dados de solubilidade da ART e verificacdo do efeito hidrotropico dos
mesmos a 30 °C. Foram escolhidos diferentes cations e &nions com o intuito de obter uma
representativa combinacdo de solventes. Os liquidos i6nicos a base de colina foram
sintetizados para essa tese. Os dados de solubilidade foram ajustados com o modelo de
Shimizu e Matubayasi (2016). Foram ainda determinados os parametros solvatocrémicos
de solucdes aquosas contendo os mesmos LIs e sais escolhidos no mapeamento inicial.
Esses dados preliminares serdo suporte na escolha do solvente que sera utilizado na

segunda etapa do projeto.

Na segunda etapa, foram realizadas extragcdes convencionais em Sohxlet utilizando
solventes organicos (éter de petréleo e diclorometano) para certificar a existéncia de ART
na biomassa, e comparacdo com o0s resultados encontrados no processo alternativo
proposto nesse projeto. Solucgdes aquosas dos 5 LIs e sais que obtiveram o maior aumento
da solubilidade do composto quando comparado a agua pura foram escolhidos para a

extracdo do composto a partir da biomassa.

O esquema para o projeto da tese descrito esta esquematizado na Figura 1.



CAtividade antimalarica H |drotrop|a CMétodo convencional:

sPardmetros «Eter de petrdleo e

solvatocrémicos *Estudo de solubilidade diclorometano
em agua e solucdes

aquosas *Solugdes aquosas de

LIs/sais

Figura 1. Visao geral do projeto da tese.

Os capitulos desta tese sao brevemente descritos a seguir.
No Capitulo 2 esté apresentada a reviséo bibliografica dos assuntos abordados.

O Capitulo 3 esta centrado no estudo da solubilidade da ART em agua e solucdes aquosas
de 12 Lls/sais a 30 °C, e ainda da determinacdo dos parametros solvatocromicos. Seréo

apresentadas as metodologias empregadas, bem como os resultados e sua interpretacao.

As extracOes a partir da biomassa sdo descritas e discutidas no Capitulo 4. Neste, também
se apresenta a otimizacdo realizada com o intuito de obter melhores rendimentos de
extracdo. Foram feitos dois planejamentos experimentais para as solu¢des aquosas de

Na[Sal] e [Chol][Sal]. A atividade antimalarica dos extratos obtidos foi avaliada.

As conclusoes, e sugestdes para trabalhos futuros, sdo apresentadas no Capitulo 5.
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Neste capitulo é apresentada uma breve revisao acerca do estado da arte em que este
trabalho se insere. Além de descrever as principais caracteristicas do composto alvo,
também se focam conceitos de hidrotropia, as principais caracteristicas dos liquidos
ibnicos, e métodos de extracdo convencionais e alternativos que tem vindo a ser

desenvolvidos para a concentracédo e purificacao da artemisinina.
2.1. Artemisinina

Em 2019, 229 milhdes de pessoas foram infectadas com a maléria em todo o mundo e
409 mil delas morreram. O parasita responsavel pela maior parte dos casos fatais € o
Plasmodium falciparum (WHO, 2020). Nas Américas, 20% do numero de casos
aconteceu no Brasil, em 2019. Dentre eles, 90% dos casos aconteceram na regido
amazonica onde questbes socioecondmicas, culturais e ambientais favorecerem a
reproducdo do vetor, e a infecgdo pelo Plasmodium. Os povos indigenas sdo os mais
atingidos pela malaria na regido (MENDES et al., 2020; WHO, 2020).

O primeiro farmaco utilizado para o tratamento dessa doenca foi a quinina, isolada da
casca da Cinchona L. Desde entdo, a malaria tem sido tratada com medicamentos a base
de quinolina, como cloroquina, mefloquina e primaquina. Infelizmente, muitas cepas de
P. falciparum tornaram-se resistentes a cloroquina e algumas, como as do sudeste
asiatico, também desenvolveram resisténcia & mefloquina e halofantrina (ABDIN et al.,
2003).

No inicio da década de 1970, cientistas chineses iniciaram uma busca por plantas
indigenas utilizadas como remédios naturais e encontraram uma conhecida como "qging
hao" (Artemisia annua L.). As primeiras tentativas de confirmar a atividade antimalarica
a partir de um extrato produzido com agua foram decepcionantes. No entanto, 0s
cientistas investigaram a extracdo a baixa temperatura usando éter etilico como solvente
e, em 1979, pacientes com malaria por P. falciparum ou P. vivax aparentemente foram
curados com derivados do qing hao (BARRADELL; FITTON, 1995; KLAYMAN,
1985). Desde dai, o poder antimalarico da artemisinina tem sido regularmente e

crescentemente reportado.

A ART é uma lactona endoperoxido de sesquiterpeno (Figura 2) e sua principal fonte é
Artemisia annua L., que cresce em climas temperados e é mais difundida na China e no

Vietnd, embora também tenha sido encontrada e/ou cultivado na Africa Oriental, nos



Estados Unidos, Russia, india, Brasil e alguns outros paises (LAPKIN; PLUCINSKI;
CUTLER, 2006).

Figura 2. Estrutura quimica da artemisinina.

A obtencdo da ART por sintese quimica é possivel. No entanto, a sua complexa estrutura
faz com que o processo seja muito exigente tecnicamente e economicamente inviavel
devido ao baixo rendimento (ABDIN et al., 2003). Vérias tentativas para a sintese
quimica da artemisinina foram relatadas. Schmid e Hofheinz (1983), por exemplo,

converteram (-)-isopulegol em ART em 13 etapas de sintese com um rendimento de 5%.

Por outro lado, a quantidade total de ART encontrada em diferentes variedades de A.
annua L. varia amplamente, e depende ndo apenas da variedade de plantas, mas também
do clima, taxa de crescimento e uso de fertilizantes, e irrigacdo (LAPKIN; PLUCINSKI;
CUTLER, 2006). As diferencas genéticas também sdo fatores que contribuem para essa
variabilidade de producdo de ART em cada planta. Atendendo a isso, alguns
pesquisadores tém buscado desenvolver técnicas de cruzamento genético de Artemisia
Annua L. na tentativa de criar in vitro uma planta que ofereca maiores concentracdes de
ART em suas folhas. Com isso, plantas hibridas, com origem na Suica, podem conter até
1,38% em massa de ART. As plantas selvagens, de lugares como Vietnd, India e
Argentina, apresentam valores entre 0,01 a 0,86% de ART. Ja as plantas selvagens de
origem chinesa possuem concentracdo em massa do farmaco de 0,14 a 1,07%
(DELABAYS; SIMONNET; GAUDIN, 2012). Mais ainda, 89% do contetdo total de
artemisinina é encontrado nas folhas (CHARLES et al., 1990).

Além da ART, outros compostos do mesmo grupo sdo encontrados nas folhas da mesma
planta, como por exemplo a arteannuina B e o &cido artemisinico. Este ultimo, inclusive,
é precursor da ART na via de biotransformacao, e pode ser encontrado em concentragdes
significativas (LAPKIN; PLUCINSKI; CUTLER, 2006). Porém, apds a extracdo desse



composto, seria necessario desenvolver uma rota semissintética para a producao da ART
e isso pode ndo ser um método viavel para uma producdo em larga escala da molécula.
Portanto, atualmente, sua extragéo a partir das plantas de Artemisia annua L. continua

sendo a principal fonte do antimalarico.
2.2. Extracgéo de biomoléculas

Extracdo € um processo no qual um ou mais componentes sao separados seletivamente,
ou ndo, de uma matriz solida (extragdo solido-liquido) ou liquida (extragdo liquido-
liquido). A forca motriz para a transferéncia da biomolécula da matriz para o solvente é
a solubilidade de cada componente, o que resulta em duas fases: o extrato, que € a fase
enriquecida do componente a ser separado, e o refinado, que é a fase pobre da biomolécula
alvo (LIMA; OLIVEIRA; SANTANA, 2017).

Os métodos de extracdo podem ser classificados em métodos convencionais, como a
extracdo por solvente a quente ou a frio, como percolacdo ou turbo extracdo, e as
metodologias n&o-convencionais, tais como a extracdo assistida por ultrassom ou
microondas e a extragdo com fluido supercritico (LIMA; OLIVEIRA; SANTANA, 2017).

Alguns exemplos de metodologias de extracdo podem ser vistos na Figura 3.

Extracéo
Métodos Métodos ndo-
convencional convencionais
[ | 1
( ) ) ( ) )
Solvente a Extracéo Extracéo Extracdo com
frioou a assistida por assistida por fluido
guente ultrassom microondas supercritico

Figura 3. Exemplos de metodologias de extracéo.

As plantas sdo matrizes complexas que contém uma variedade de metabolitos secundarios
que diferem em seus grupos funcionais e polaridades. Levando em consideracdo as

propriedades bioldgicas de metabdlitos vegetais especificos, e a crescente busca por esse



tipo de compostos para aplicagdes em alimentos, salde e cosméticos, ha um interesse
crescente no desenvolvimento de processos de extragdo mais sustentaveis e econdémicos.
Porém para se melhorar a seletividade da molécula alvo, tanto quanto possivel, os fatores
que controlam a particdo dos compostos de interesse devem ser levados em consideragédo
para que o melhor resultado de extracdo seja alcancado e possibilitem resultados
reprodutiveis (BOGDANOV, 2014).

Para que a extracdo seja eficiente é necessario fazer a escolha adequada do solvente,
levando em consideracdo a miscibilidade, a capacidade de extracdo, densidade,
estabilidade térmica e quimica, prego, dentre outros (LIMA; OLIVEIRA; SANTANA,
2017). Além disso, diferentes partes das plantas, como folhas, flores, galhos, cascas,
sementes, frutos e raizes, podem ser usadas para extracao e as partes das plantas utilizadas
devem ser claramente indicadas, pois todas diferem quanto a morfologia e composi¢édo
quimica (BOGDANOQV, 2014).

Para a extracdo convencional de compostos de alto valor da biomassa, varios solventes,
como etanol, acetona, diclorometano, metanol etc., ou ainda a mistura desses solventes,
sdo comumente usados e aplicados de acordo com a natureza dos compostos-alvo. No
caso da ART, o principal processo de extracdo comercial € baseado no uso de éter de
petréleo como agente extrator, devido a sua ampla disponibilidade e boa solvatacdo da
molécula alvo na extracdo da planta (LAPKIN et al., 2010), e algumas vezes modificado
com acetato de etila para aumentar a solubilidade da ART (LAPKIN; PLUCINSKI;
CUTLER, 2006). Solventes organicos, como heptano, hexano, etanol e tolueno também
sdo usados e sdo quase idénticos em desempenho ao éter de petroleo. O uso de hexano/
éter de petr6leo como agente de extracdo é amplamente praticado na China e no Vietn4,
que sdo os principais produtores e centros de processamento de A. annua (LAPKIN;
PLUCINSKI; CUTLER, 2006).

Na literatura é possivel encontrar trabalhos como o de Soktoeva et al. (2013) que
utilizaram diferentes métodos de extracdo, como maceracao e extracdo supercritica, e
diferentes solventes para isolar a ART. O teor de ART encontrado na extragéo realizada

com hexano e utilizando maceracao foi de 0,039%.

Misturas de hexano com acetato de etila também sdo utilizados para extracdo (CHEMAT
et al.,, 2017). Neste caso, foram comparados os resultados encontrados da extragédo

utilizando maceracdo com a extracdo utilizando lixiviacao assistida com ultrassom, além
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de variacOes na temperatura. As melhores eficiéncias de extracdo foram alcancadas a 40
°C e, enquanto com a ART extraida foi 4,95mg/g, a técnica que utilizava ultrassom
resultou numa extragéo de 5,98mg/g.

Como a quantidade de ART presente em Artemisia annua L. é extremamente baixa,
esforgos continuos foram dedicados ao emprego de métodos de extracdo mais eficazes e
ecologicamente mais benignos para aumentar o rendimento de extracdo desse composto.
Prawang et al. (2019), por exemplo, sugeriram o uso de irradiacdo ultrassdnica para
intensificar a extracdo de ART usando poli(etilenoglicol) (PEG) de diferentes massas
moleculares, para substituir os solventes tradicionais, e 0 método desenvolvido mostra
maior eficiéncia de extracdo quando comparado com uma extragdo convencional por
Soxhlet. Além desses, métodos como extracdo assistida por ultrassom (BRIARS;
PANIWNYK, 2013; CHEMAT et al., 2017; ZHANG et al., 2018) e microondas (HAO et
al., 2002) e extragdo supercritica de fluidos (CIFTCI et al., 2018; KOHLER et al., 1997,
NAHAR; GUO; SARKER, 2020) tambem tém sido reportados. Existem ainda autores
que combinam técnicas na tentativa de melhorar o rendimento de extracdo da ART. E o
caso de Martinez-correa et al. (2017) que desenvolveram um processo de duas etapas,
onde na primeira foi utilizado diéxido de carbono supercritico (scCO2) como solvente e,
a partir do residuo sélido da extracao supercritica, foram obtidos outros extratos (segunda
etapa) usando etanol ou agua como solventes. No entanto, segundo 0s autores, a maior
quantidade de ART foi obtida com scCO-, portanto, uma segunda etapa de extragdo nao

traria grande beneficio.

Os solventes comumente utilizados no processo de extracdo da ART geralmente sdo
altamente volateis, inflamaveis e explosivos, 0 que torna esses processos perigosos e ndo
ambientalmente benignos (ZHANG et al., 2018). Com isso, solventes alternativos vém
sendo aplicados em processos de extracdo de compostos de interesse em substitui¢ao dos
solventes tradicionais, tais como liquidos idnicos e solvente eutéticos profundos (SOUZA
etal., 2017).

2.3. Liquidos ibnicos

Liquidos i6nicos (LIs) sdo geralmente definidos como sais organicos que possuem pontos
de fusdo abaixo de 100 °C (ALVAREZ et al., 2010). Esses solventes tém propriedades
interessantes que incluem amplo intervalo de temperaturas no estado liquido, pressao de

vapor desprezivel e elevada solubilidade de componentes organicos e inorganicos
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(ROGERS; SEDDON, 2003). A sua baixissima volatilidade em condic¢des atmosféricas,
que significa que quase nenhuma poluicdo volatil é criada durante a sua manipulagao nas
operacgdes industriais, atribui-lhe um caracter mais “verde”, podendo assim substituir
solventes organicos volateis, causando menos danos para o meio ambiente (NEVES et
al., 2016; VENTURA et al., 2012a).

Em alguns casos em que os LIs sdo utilizados como solventes é obtida melhor seletividade
para reacfes organicas, ou de absorcdo molecular, do que com solventes organicos
convencionais, devido a interacfes especificas entre os ions, e destes com os restantes
compostos na mistura. Nos ultimos anos, os LIs tém encontrado uma série de aplicacdes
como solventes limpos, e catalisadores para quimica verde, como eletrolitos para baterias,
na fotoquimica e outros. A faixa em que se encontram na fase liquida pode ser tdo grande
quanto 300 °C, o que permite grande controle cinético da reacdo, facilita a separacdo de
moléculas organicas através de destilacio, podendo ainda recuperar-se o LI (ALVAREZ
et al., 2010). O fato de que muitos sdo liquidos a temperatura ambiente os tornam
atraentes para um numero de aplica¢Ges industriais como extracdo solido-liquido ou
processos tecnologicos como purificacdo e recuperacdo de biomoléculas (MAIA et al.,
2012).

Os LlIs sdo considerados solventes de projeto porque podem ser desenhados a partir da
combinacdo de grande diversidade de cations e anions organicos/inorganicos
(NEUMANN et al., 2007), conferindo-lhe determinadas propriedades. Os cations mais
frequentemente estudados sdo a base de nitrogénio, como o pirrolidinio, imidazélio,
piridinio e aménio quaternario, combinados com anions como cloreto (CI°), brometo (Br
), tetrafluoroborato ([BF4]), tiocianato ([SCN]), alquilcarboxilato ([ChCO2]), entre
outros. Dada a sua multiplicidade e diversidade, os pesquisadores estdo ainda focados em
LI a base de imidazélio (PASSOS; FREIRE; COUTINHO, 2014) para a extracdo de
varios compostos como &cidos fenélicos (CLAUDIO et al., 2012; DE FARIA et al.,
2019), alcaldides (BOGDANOV et al., 2012; BOGDANOV; SVINYAROV, 2013) e
triterpendides (DE FARIA et al., 2017).

Para entender a evolucdo do nimero de publicacdes de trabalhos relacionados com o uso
de LIs, uma pesquisa foi feita na base de dados “Scopus” usando os termos “ionic liquids”
e, com o intuito de refinar a pesquisa, 0s termos “ionic liguids ” AND “extraction” foram
utilizados. A Figura 4 mostra o nimero de publicagbes a partir de 2010. E possivel
perceber que os LIs ainda sdo muito utilizados ao longo dos anos principalmente na area
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Figura 4. Numero de documentos publicados por ano relacionadas ao termo “ionic liquids”
(barras verdes) e “ionic liquids” AND “extraction” (pontos azuis). Dados do Scopus em
22 de junho de 2021.

Quimica e de Ciéncia dos Materiais, segundo 0 Scopus. No entanto, o baixo nimero de
documentos relacionados a extracGes revela que ainda hd muito o que se explorar nessa

area.

Além dos imidazdlios, os LlIs a base de colinas tem sido alvo de crescente interesse de
pesquisadores. Isto porque o cation da colina produzira LIs com menor potencial de risco
ambiental e bioldgico, por esta ser um nutriente essencial. Esta classe de LIs € derivada a
partir de sais quaternarios de amodnio, descritos como estruturas importantes nos
processos bioldgicos e utilizados como precursores para a sintese de vitaminas (vitamina
B - tiamina) e enzimas que participam do metabolismo de glicidios (MECK; WILLIAMS,
1999).

O cloreto de colina foi oficialmente reconhecido em 1998 pelo Instituto de Medicina
(Institute of Medicene - IOM) como um nutriente essencial devido a sua ampla gama de
funcbes no metabolismo humano (MEDICINE, 1998). E encontrado numa grande
variedade de alimentos, e em maior percentagem nos ovos, carnes e salmdo. Além disso,
existe a possibilidade de combinacéo do cation colina com diversos &nions, produzindo
LIs com diferentes propriedades a fim de uma 6tima separacédo do composto de interesse.

Recentemente, pesquisas vém demonstrado a sintese de novos LIs com o céation colina

([Chol]*) combinando com diferentes anions. Alguns estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Exemplos de estudos envolvendo L1 a base de colinas e seus autores.

Autores (Ano)

Estudo

Alencar et al. (2020)

Estudo sobre o uso de sistema aquoso bifasico,
formado por acetonitrila + bitartarato de colina + 4gua
a 25°C, para a separacdo seletiva e posterior
recuperacdo de corantes. Uma eficiéncia de extracao

de cerca de 99% para a fase rica em colina foi obtida.

Diaz-Quiroz et al. (2020)

Uso de alaninato de colina no sistema bifasico
utilizado na extracdo de diferentes antibidticos e

horménio.

Quental et al. (2019)

LI a base de colinas foram investigados, tanto para
atuar como meio de preservagdo quanto como agentes
formadores de fase de sistemas aquosos bifasicos,
com o objetivo de desenvolver plataformas integradas
de extragdo-preservacdo. O RNA foi extraido com
sucesso para a fase rica em LI sem comprometer sua

integridade e estabilidade.

Bogdanov e Svinyarov
(2018)

Sistema aquoso bifasico a base de LI compostos por
ions de baixa toxicidade, colina ([Chol*]) e sacarinato
([Sac]) e acesulfamato ([Ace]), foram empregadas
para a extracdo simultdnea e concentracdo de

acetilcolinesterase.

Wang et al. (2016)

Estudo do comportamento de fases em sistemas
compostos por LI a base de colina + dgua + sal, com

variacdo da temperatura.

Wang et al. (2016b)

Extracdo e purificagdo de flavonodides e pectinas da
casca de ponkan utilizando solucdes a base de colina.

Quental et al. (2015)

Extracdo de proteinas usando LI a base de cloreto de
colina como constituintes de sistemas aquosos
bifasicos. A eficiéncia de extracdo obtidas sdo muito
superiores as observadas com sistemas aquosos

convencionais baseado em PEG.
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A aplicacéo destes compostos a processos de extracdo de biomoléculas € vista como uma
alternativa promissora e pouco explorada, como se percebe pela Figura 4. Além disso,
misturas de LIs a base de colinas, com agua, ou solventes organicos, ainda é pouco

caracterizada, o que dificulta a compreenséo destes sistemas (SOUZA et al., 2017).

Fazendo uma pesquisa sobre trabalhos que envolvam extragdo de ART utilizando LIs,
apenas 2 publicacdes foram encontradas. Na primeira, solucdo aquosa de brometo de 1-
etil-3-metilimidazoélio e ondas ultrassénicas foram utilizadas para melhorar a extracdo da
ART. Segundo os autores, a taxa de extracdo foi de 97% (XIA; ZENG; ZHAO, 2008). O
segundo estudo foi realizado pela Bionigs Ltd (Reino Unido). Os testes iniciais foram
realizados com cinco LlIs, dos quais o octanoato de N,N-dimetiletanolamonio (DMEA)
apresentou o melhor rendimento de extracdo, quando comparados aos resultados obtidos
com hexano. O processo de extracdo € semelhante a uma extracéo solido-liquido padréo
e foi realizado em regime de batelada. Com o DMEA, a concentracdo maxima de ART
em solucdo (0,79 g/L) foi atingida ap6s 30 minutos de extracdo e 25°C (BIONIQS LTD.,
2008).

Toxicidade dos LlIs

Algumas pesquisas destacam as aplicacfes industriais de LIs como uma abordagem
inovadora para “Quimica Verde” e em sustentabilidade. Porém, o fato de apresentarem
pressao de vapor desprezivel ndo é suficiente para garantir que esses compostos possam
ser considerados solventes inofensivos para 0 meio ambiente. Na verdade, mesmo os LIs
mais hidrofobicos apresentam alguma solubilidade em &gua e, portanto, podem constituir

um risco ambiental para os ecossistemas aquaticos (NACHAM et al., 2015).

Uma ampla gama de testes (bactérias, fungos, algas, plantas aquaticas, crustaceos,
linhagens celulares de mamiferos e vertebrados) foi utilizada para avaliar a toxicidade de
LIs (AMDE; LIU; PANG, 2015; DOCHERTY; KULPA, 2005; KULACKI,
LAMBERTI, 2008; PERNAK; ROGOZA; MIRSKA, 2001; PETKOVIC et al., 2010;
SANTOS et al., 2015; SINTRA et al., 2017; VENTURA et al., 2012b, 2013; YUE; MO;
ZHANG, 2021).

Docherty e Kulpa (2005) e Kulacki e Lamberti (2008), por exemplo, avaliaram a
toxicidade de LlIs a base de imidazolios. Os primeiros fizeram testes em Vibrio fischeri
(bactéria marinha) e os demais em Scenedesmus quadricauda e Chlamydomonas

reinhardtii (algas marinhas). Ambos os trabalhos chegaram a conclusdo de que um
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aumento no cumprimento da cadeia do grupo alquil, bem como um aumento no nimero
de grupos alquil substituidos no anel catidnico, correspondem a um aumento na

toxicidade do LI.

Mais recentemente, Ventura et al. (2013) investigaram a toxicidade de LIs, abordando os
impactos negativos nos ecossistemas aquaticos e avaliaram a possibilidade de se projetar
LIs hidrofébicos de baixa ecotoxicidade, por meio da manipulacdo de suas estruturas
quimicas. O impacto da presenca do anel aromatico na toxicidade de diferentes cations,
incluindo os imidazolios, e anions foi analisado. Para tanto, ensaios padrdo foram
realizados utilizando organismos de diferentes niveis troficos (Vibrio fischeri,
Pseudokirchneriella subcapitata e Daphnia magna) permitindo avaliar a consisténcia das
relacBes estrutura-atividade em diferentes alvos bioldgicos. Os resultados mostram
claramente que a toxicidade aumenta com a hidrofobicidade do LI. Além disso, sugerem
a possibilidade de projetar LIs com um carater hidrofobico acentuado e menor toxicidade,

pela eliminacgdo de sua natureza aromatica.

Pesquisas também tém sido voltadas para o estudo da toxicidade dos LIs baseados em
colina, mas com diferentes anions (FRADE et al., 2013; HOU et al., 2013;
NOCKEMANN et al., 2007; PERNAK; CHWALA, 2003; PETKOVIC et al., 2010).

A toxicidade de uma ampla gama de LIs com o céation colina foram testados por Ventura
et al. (2014). Nele também foram utilizadas bactérias marinhas Vibrio fischeri para a
realizacdo dos testes propostos. Os resultados mostram que a maioria desses compostos
sdo classificados como "praticamente inofensivos”. No entanto alertam que alguns, como
0 butanoato de colina, possuem toxicidade maior que alguns solventes organicos como
diclorometano e cloroférmio. Informacéo que foi posteriormente validada por Santos et
al. (2015), reforcando a necessidade de realizar uma caracterizacdo ecotoxicoldgica
completa antes de assumir os LIs como solventes alternativos adequados e

ambientalmente compativeis.
Solubilidade e hidrotropia

As fontes e o nimero de substincias ativas na industria farmacéutica mudaram
significativamente em cerca de 1970. No entanto, esses medicamentos geralmente
apresentam baixa solubilidade em &gua, bem como baixa biodisponibilidade,
especialmente por via oral (LIPINSKI et al., 2012), e por essa via também a baixa

solubilidade da ART em agua tem sido um grande obstaculo ao seu uso efetivo.
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A solubilidade pode ser definida como o fendmeno da dissolucdo de um soluto no
solvente que leva a um sistema homogéneo. E um dos pardmetros mais importantes para
atingir a concentragdo necessaria de moléculas de farmacos na circulagdo sistémica para
respostas farmacologicas adequadas e sdo primordiais para a escolha de solventes
alternativos (DAS; PAUL, 2017). Na literatura, existem poucos dados relatados sobre a
solubilidade da ART. Alguns estudos relataram a solubilidade em solventes organicos
(LIU; LU; PANG, 2009; NTI-GYABAAH; GBEWONYO; CHIEW, 2010; QU et al.,
2010) e também em solventes binarios (MALWADE et al., 2016; WANG et al., 2007).
Mais recentemente, Laboukhi-khorsi, Daoud e Chemat (2017) relataram solubilidade em
agua, sulfoxido de dimetila (DMSO), propileno glicol e isopropanol. Eles concluiram que
a maior solubilidade a 20°C é no DMSO (103,7 mg/mL), enquanto o propileno glicol
apresentou uma solubilidade semelhante a da 4&gua e muito baixa (0,6 mg/mL), devido a

sua polaridade.

Os dados de solubilidade em solugfes binarias aquosas sdo igualmente importantes e
foram propostos por Wang et al. (2007), que relataram dados de solubilidade da ART em
solucdes de etanol e agua, a diferentes temperaturas. Foi estabelecido que a solubilidade

aumenta a medida que a concentracao de etanol e a temperatura aumentam.

Os dados encontrados na literatura deixam claro que a solubilidade da ART em &agua é
baixa. Os valores encontrados variam de 0,01 a 0,09 mg/ml em temperaturas de 20 a 40
°C (LABOUKHI-KHORSI; DAOUD; CHEMAT, 2017a; LETCHMANAN et al., 2018;
MALWADE et al., 2016; SHAHZAD et al., 2012; USUDA et al., 2000). Algumas
abordagens foram desenvolvidas para aumentar a solubilidade e a dissolucdo deste
farmaco pouco solivel em &gua, como a complexacdo farmaco-polimero usando o
polimero hidrofilico polivinilpirrolidona (PVP) (SHAHZAD et al., 2012) e um secador
por pulverizagdo com um bocal multifluido modificado (SAHOO et al., 2009, 2011), mas
os estudos envolvendo solucdes aquosas de compostos hidrotropicos para aumentar a
solubilidade dos farmacos em agua estdo crescendo e podem contribuir ndo sé para
melhorar a solubilidade do ART, mas também para aumentar sua biodisponibilidade, uma
vez que os hidrotropos aumentam consideravelmente os niveis de solubilidade dos solutos
hidrofébicos em solugdes aquosas (CLAUDIO et al., 2015; SOARES et al., 2020; YIN;
CHEN; SHEN, 2019).

Hidrotropos sdo compostos utilizados para aumentar os niveis de solubilizagéo de solutos
hidrofébicos em solucdes aquosas (CLAUDIO et al., 2015; SHIMIZU; MATUBAYASI,
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2016; YIN; CHEN; SHEN, 2019). A maioria dos hidrotropos possui baixo coeficiente de
particdo octanol-agua (Kow), devido a sua natureza hidrofilica, e baixa toxicidade. Além
disso, como a solubilidade de um soluto em meio aquoso depende da concentracdo do
hidrotropo, sua recuperacao pode ser facilmente alcancada usando a agua como anti-
solvente. Logo, a pureza do produto final pode ser bastante aprimorada com a lavagem
adicional com dgua (WAGLE; KOTHARI; GAIKAR, 2007).

O fendmeno da hidrotropia foi relatado pela primeira vez em 1916. O trabalho
demonstrou o aumento da solubilidade de compostos pouco soltveis em agua pela adi¢do
de sais de metais alcalinos de varios &cidos orgéanicos com cadeias alquilicas curtas.
Embora um grande nimero de trabalhos durante o século passado tenha abordado esse
fendbmeno, seu mecanismo de ac&o ainda n&o é totalmente compreendido (CLAUDIO et
al., 2015; DAS; PAUL, 2017).

O mecanismo de hidrotropia tem sido amplamente relacionado com a presenca de uma
concentracdo minima hidrotropica (MHC, do inglés Minimum Hydrotrope
Concentration), a partir da qual se verifica um aumento significativo da solubilidade da
biomolécula na solucéo aquosa do hidrétropo (Figura5) (BOOTH; ABBOTT; SHIMIZU,
2012; NEUMANN et al., 2007). O termo MHC para um hidrotropo veio em consonancia
com a concentracdo micelar critica (CMC, do inglés Critical Micelle Concentration) de
um surfactante. Para uma determinada temperatura, um surfactante classico forma uma
micela acima de seu CMC e um hidrétropo semelhante também exibe um comportamento
de agregacdo acima de seu valor de MHC (DAS; PAUL, 2017). No entanto, apesar da
similaridade estrutural e de ser utilizados para aumentar a solubilidade de compostos
poucos sollveis em agua, os hidrétropos possuem parte apolar menor do que a dos
surfactantes tradicionais (HOPKINS HATZOPOULOS et al., 2011).

Nas ultimas décadas, trés hipoteses tem sido levantadas para justificar o aumento da
solubilidade dos compostos-alvo na agua pelo papel dos hidrétropos: (i) auto-agregacao,
onde os hidrétropos formam aglomerados ou agregados na solugdo e, esse agrupamento,
promove a solubilidade dos solutos (BAUDUIN et al., 2005); (ii) ruptura da estrutura da
agua induzida pelos hidrétropos, permitindo um aumento na solubilidade da molécula de
interesse  (SANGHVI; EVANS; YALKOWSKY, 2007); (iii) soluto-hidrétropo
complexacdo como principal mecanismo por tras da solubilizacdo (NEUMANN et al.,
2007). Booth, Abbott, e Shimizu (2012) identificaram que a combinacdo das hipdteses
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(if) e (iii) podem explicar a hidrotropia no aumento da solubilidade de farmacos

hidrofébicos.

MHC| Regido hidrotrépica

Solubilidade da biomolécula

Concentracédo do hidrétropo

Figura 5. Curva de solubilidade na presenca de uma solucdo hidrotrépica, descrevendo a
existéncia de MHC.

Recentemente, LIs tém sido relatados como uma classe promissora de hidrotropos, pois
cation e anion contribuem para a solubilidade de compostos hidrofébicos em solucédo
aquosa (SINTRA et al., 2018). Com isso, eles tém sido aplicados em vérias pesquisas,
como por exemplo, para extrair fitoquimicos (NAGARAJAN et al., 2016), acido siringico
a partir de residuos da industria alimentar (DE FARIA et al., 2019) e hemiceluloses e
lignina da biomassa da madeira (WU et al., 2020). No entanto, a primeira vez em que 0s
LIs foram apontados como potenciais hidrétropos foi num estudo relacionado ao aumento
da solubilidade de biomoléculas em &gua, por Claudio et al. (2015). Neste trabalho, LIs
baseados em imidazdlio, piridina, e pirolidina foram avaliados e 0s autores observaram
um aumento de 40 vezes na solubilidade, quando comparados a agua pura. Além disso,
os resultados gerais apoiaram a ideia de que o aprimoramento da solubilidade a de solutos
pouco sollveis em agua é impulsionada pelo mecanismo de formacédo de agregados

soluto-LlI.

Os LlIs a base de imidazdlio também sdo candidatos promissores para aumentar a

solubilidade de farmacos hidrofébicos em solucdo aquosa, selecionando combinagdes
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adequadas de céation e anion, como foi feito por Sintra et al. (2018). Neste trabalho, foi
investigado o efeito das estruturas quimicas de LI e sua concentragdo na solubilidade do
ibuprofeno, composto pouco sollvel em &agua. Os resultados obtidos evidenciam
claramente a capacidade dos LIs de aumentar a solubilidade do ibuprofeno. Ainda, nos
sistemas contendo tiocianato de 1-butil-3-metilimidazolio ([C4C1im][SCN]) e
dicianamida de 1-butil-3-metilimidazolio ([C4C1im][N(CN)2]) foi observado um aumento
na solubilidade de 60 e 120 vezes com relacdo a agua pura.

Além disso, também existe a possibilidade de combinar o cation de colina com varios
anions, produzindo LIs com propriedades diferentes para obter uma separacdo 6tima do
composto de interesse (BOGDANOV; SVINYAROV, 2018; QUENTAL et al., 2019,
2015; WANG et al.,, 2016b) contendo ions provenientes de fontes naturais (acidos
fenolicos), que se mostram alternativas promissoras ainda sdo pouco exploradas, e
capazes de atuar como hidrotropos excepcionais, 0 que indica seu potencial como
solventes de extracdo (FERREIRA et al., 2017). Sintra et al., (2021), por exemplo,
demonstraram a capacidade do salicilato de colina de aumentar a solubilidade de drogas

hidrofobicas - ibuprofeno - em até 6.000 vezes.

Desde que os LlIs surgiram como substitutos promissores dos solventes tradicionais,
tornou-se crucial explorar suas propriedades. O conhecimento de suas propriedades
fisicas e quimicas, a fim de escolher o melhor solvente para uma tarefa especifica, é,
portanto, de alta relevancia. Entre as caracteristicas mais relevantes interac@es especificas
que ocorrem entre o solvente e o soluto, que geralmente estdo relacionadas a polaridade
do solvente e ao poder de formacdo de ponte de hidrogénio (CLAUDIO et al., 2014;
KURNIA et al., 2015). Assim, é necessario estudar métodos que permitam qualificar e

quantificar essas propriedades.
Parametros solvatocrémicos

Os estudos das sondas solvatocromicas surgiram da necessidade de compreender questdes
como a influéncia dos efeitos do solvente nas reacGes quimicas e nos processos de
dissolucdo de solutos, principalmente em termos de polaridade (MACHADO, 1997).
Kamlet, Taft e colaboradores propuseram o uso de corantes e UV-visivel para determinar
intensidade de ligagdo do hidrogénio e, com isso, um conjunto de parametros
solvatocromicos foi obtido através de estudos espectrométricos de interagdes

intermoleculares: (o) capacidade do solvente para doar ligagdes de hidrogénio (HBD); (B)

20



capacidade do solvente de aceitar ligacdes de hidrogénio (HBA) e (n*) dipolaridade /
polarizabilidade (KAMLET, 1975; KAMLET; ABBOUD; TAFT, 1977; KAMLET,;
TAFT, 1976).

Esses parametros permitiram o desenvolvimento da correlagdo Kamlet-Taft para a
descricdo de uma variedade de propriedades usando o modelo LSER (do inglés Linear
Solvation Energy Relationship), dado pela Equacéo 1.

(XYZ) = (XYZ)o + aa + b + sm * 1)

onde XYZ é o resultado de um processo dependente de solvente especifico, (XYZ)o € 0
valor para o sistema de referéncia. Os parametros a, b e s representam os coeficientes e

sdo independentes do solvente.

Diferentes corantes e abordagens experimentais podem resultar em diversos valores de
parametros solvatocromicos para 0 mesmo solvente (KAMLET, 1975; KAMLET;
ABBOUD; TAFT, 1977; KAMLET; TAFT, 1976). Nesse contexto, diferentes técnicas
empiricas fornecem apenas escalas Unicas de polaridade relativa. Por exemplo, duas
sondas estruturalmente semelhantes, N,N-dietil-3-nitroanilina e N,N-dietil-4-nitroanilina,
levam a diferentes valores de © * para 0 mesmo IL (AB RANI et al., 2011a). Na Figura 6
estdo apresentados alguns exemplos de corantes que sdo utilizados na determinacgédo de

parametros solvatocrémicos.

2
N,N-dietil-3-nitroanilina N, N-dietil-4-nitroanilina 4-nitroanilina

. ]@
2-nitroanilina
=
oxido-N-piridina

Relchardt s dye

21



Figura 6. Estruturas quimicas de algumas sondas utilizadas para a determinacéo de
parametros solvatocromicos.

Anos mais tarde, Schneider et al. (1992) propuseram uma nova metodologia para
determinar o pardmetro o onde eram utilizadas as altera¢des quimicas *C-RMN do éxido-
N-piridina (Figura 6) como sonda. Esta substancia e método podem ser utilizados como
uma sonda eficaz para o, sem a necessidade de outro solvente, como exigido por outros
indicadores. Atualmente, essa mesma metodologia também se mostrou eficaz na
determinacéo da capacidade de doacao de ligacGes de hidrogénio por LI (MADEIRA et
al., 2017).

Seguindo o método tradicional de determinacdo dos parametros solvatocrémicos, é mais
comum que sejam obtidos a partir dos valores médios de uma série de corantes
(BUHVESTOV et al., 1998; LU et al., 2001; MARCUS, 1993). No entanto, esse método
exige um esforgo experimental consideravel, e entdo, a de medigdo direta, utilizando
apenas um corante, também vem sendo utilizada (PASSOS et al., 2018; TELES et al.,
2017).

Mesmo com as divergéncias encontradas entre diferentes autores e corantes, é geralmente
aceito que os valores de dipolaridade/polarizabilidade (n*) sdo semelhantes entre varias
LIs e sdo mais altos que os da maioria dos solventes moleculares, enquanto os valores de
basicidade da ligacdo de hidrogénio (B) cobrem uma ampla faixa e sdo controlados
principalmente pelo anion do LI. J& os valores de acidez da ligacdo de hidrogénio (o) sdo
determinados principalmente pelo cation LI (embora o anion também tenha um papel
secundario) (AB RANI et al.,, 2011a; CHIAPPE; POMELLI; RAJAMANI, 2011;
CROWHURST et al., 2003).

2.4. Atividade antimalérica
Plasmodium falciparum, o agente causador da malaria, apresenta uma elevada taxa de
mutacao e é resistente a varios tipos de medicamentos antimalaricos. Isto torna-se um
sério revés para 0s programas antimalaricos, pois impede o uso de medicamentos baratos
e anteriormente eficazes como a cloroquina (DE ANDRADE-NETO et al., 2004).

Uma abordagem alternativa na busca por medicamentos antimalaricos € a identificacdo
de novos alvos dentro do parasita, seguida pelo desenho de agentes quimicos agindo sobre
esses alvos (OLLIARO; YUTHAVONG, 1999). Os potenciais alvos quimioterapicos
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antimalaricos foram classificados em trés categorias principais: inibicao de processos que
ocorrem no vacuolo digestivo, inibicdo de enzimas envolvidas na sintese macromolecular
e metabdlitos, e na inibicdo do processamento de membrana e sinalizagdo (VLAHAKIS
et al., 2010). O mecanismo de acdo da ART ainda nao é totalmente claro, mas alguns
estudos sugerem que a ART age dentro do vactolo alimentar do parasita (JEFFORD,
2012; PANDEY et al., 1999).

Na literatura, é possivel encontrar testes in vitro e in vivo de extratos de origem vegetal
contra o Plasmodium falciparum. No estudo feito por Bagavan et al. (2011), por exemplo,
foram dez extratos de plantas produzidos com acetato de etila e metanol e testadas suas
atividades antimalaricas in vitro utilizando o ensaio SYBR Green baseado em
fluorescéncia. Os extratos de duas plantas mostraram atividade antiplasmodica

promissora: a folha de Phyllanthus e botéo de flor de Syzygium aromaticum.

Ensaios in vivo foram feitos por Mengiste; Makonnen; Urga (2012). Nesse relato, extratos
aquosos e hidroalcoolicos (mistura dgua + metanol) de sementes de D. angustifolia foram
investigados quanto a sua atividade antimalarica usando o Peters’ 4-day suppressive test.
Os extratos de sementes de D. angustifolia mostraram atividade antimalérica em
camundongos, conforme evidenciado pela porcentagem de inibicdo do parasita. Além
disso, 0 extrato aquoso das sementes exibiu maior atividade supressiva do que seu extrato

hidroalcodlico.

Estudos envolvendo testes in vitro e in vivo para comprovar a eficiéncia de extratos
produzidos a partir de folhas da Artemisia Annua L. também podem ser encontrados (DE
DONNO et al., 2012; GRUESSNER; WEATHERS, 2021; LIU etal., 1992; MAHE et al.,
2019; ZIME-DIAWARA et al., 2015).

Resultados de teste in vitro de extratos aquosos foram consistentes com a eficacia clinica
da Artemisia Annua L. no estudo publicado por De donno et al.(2012). No entanto, a baixa
concentracdo da ART no extrato produzido (0,18 £ 0.02% m/m) levaram os autores a
concluir que a ART ndo era a unica responsavel pela atividade antimalarica. A ART
presente no extrato seria provavelmente co-solubilizada com outros compostos, alguns
dos quais também com atividade antimalarica, agindo, assim, sinergicamente com ela.
Estudos anteriores ja haviam demostrado que flavonoides presentes na A. annua também
podem alterar o potencial clinico dos extratos de Artemisia Annua L. (ELFORD et al.,

1987; LIU et al.,, 1992). Nao foram encontradas pesquisas envolvendo a atividade
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antimalarica de extratos em solugdes aquosas de liquidos iénicos, reforcando o caracter

inovador desta tese.

2.5. Consideragdes finais

Nesse trabalho foi avaliado o uso de solugdes aquosas de liquidos idnicos na extracao de
artemisinina, substancia usada no tratamento da maléria, doenca que atinge milhdes de
pessoas no mundo, inclusive no Brasil. Além disso, existem poucos trabalhos que
abordem esse tema. Para isso, foram avaliados o poder hidrotropico dos LlIs e sais. Para
auxiliar o desenvolvimento do processo € necessario o estudo da solubilidade da ART em
solugbes aquosas de LlIs e sais, bem como a determinagdo dos parametros
solvatocromicos dessas solucdes.

Foram considerados para esse estudo uma serie de LIs baseados em imidazolios e colinas,
além de diversos sais. Para auxiliar o desenvolvimento do processo é necessario o estudo
da solubilidade da ART em solucGes aquosas de LIs/sais, e neste trabalho foi determinada
essa propriedade para solucdes aquosas de varias concentra¢fes dos 12 hidrétropos, o que

representa um bom numero de possibilidade de combinacao de cations.

Foram também determinados os parametros solvatocrdmicos dessas solucdes, o que
permite entender a influéncia da polaridade e poder de ligacdo de hidrogénio desses
compostos no aumento da solubilidade da ART em agua. Além disso, por se tratarem de
solventes novos, e candidatos a solventes alternativos, o aumento da base de dados e
propriedades ajuda ndo sé nesse trabalho, como em outros projetos futuros.

Por fim, os LIs que proporcionaram maior aumento da solubilidade em agua da ART
foram utilizados na extracdo sélido-liquido utilizando solugdes aquosas de hidrétropos
com solventes, comprovando que LIs podem sim ser utilizados como solventes

alternativos nesse processo.
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Neste capitulo serdo apresentados a metodologia e resultados encontrados para a
solubilidade da ART em sistemas aquosos de 12 hidrétropos, de diversas concentracoes
a30°C.

3.1. Seccdo experimental
3.1.1. Materiais

Nesta parte do trabalho foi avaliado o impacto da estrutura quimica de Lls, assim como da
sua concentracdo, na solubilidade da ART. As estruturas ibnicas dos compostos estudados
estdo representadas na Figura 7, e as propriedades de cada composto sdo mostradas na
Tabela A 1 do Apéndice A.

Os LIs foram secos em linha de vacuo (0,1 Pa e 80°C) por 48 horas antes do seu uso (0
teor de agua é inferior a 1500 ppm, medido por Karl-Fischer). Também foi utilizada dgua
ultrapura, que foi duplamente destilada, passada por sistema de osmose reversa e tratada
em Milli-Q plus 185.
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Figura 7. Estruturas quimicas dos catides e anifes estudados neste trabalho.

A anélise da estrutura de cristal da ART foi realizada a 150 K, usando a difracéo de raios-

X monocristal (Bruker D8-QUEST). Este composto possui estrutura ortorrdmbica, grupo
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espacial P212121, com parametros celulares (a=6,29 A; b=9,25A;¢c=23,78 A; 0 =p =
v = 90°), a mesma estrutura descrita na literatura (AMARA et al., 2015) e que pode ser
observada na Figura 8. O estudo da fase solida recristalizada da solugdo saturada revelou
que a ART apresentou a mesma estrutura cristalina do composto original, indicando que

0 solvente ndo altera a estrutura do composto.

Figura 8. Estrutura da artemisinina, conforme determinado por difracdo de raios-X de
cristal unico. Fonte: (AMARA et al., 2015).

3.1.2. Métodos
Sintese de LIs a base de colina

Foram sintetizadas trés LIs baseadas em colina: galato de colina ([Chol][Gal]), vanilato
de colina ([Chol][Van]) e salicilato de colina ([Chol][Sal]). Os LIs baseadas em colina
investigadas foram sintetizadas pela neutralizacdo da base (bicarbonato de colina,
equivalentes a 1 mol) com o &cido apropriado (&cidos galico, vanilico ou salicilico,
equivalentes de 1,1 mol), com base em protocolos padrdo (KORNER, 1952; SINTRA et
al., 2015). Apesar de a sintese ja ter sido relatada na literatura (KORNER, 1952; SINTRA
et al., 2015), a rota sintética aqui proposta é mais simples, uma vez que se Usou como
base o bicarbonato de colina, permitindo realizar a sintese sem a necessidade de atmosfera

de nitrogénio.

Mais especificamente, o bicarbonato de colina foi adicionado gota a gota a uma solucéo
aquosa acida, a 0°C. A mistura foi agitada durante a noite a temperatura ambiente e

protegida da luz, produzindo LI a base de colina, gas carb6nico e agua como subproduto.
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A agua foi entdo removida sob pressdo reduzida. O acido néo reagido acumulado no LI
produzido foi eliminado por lavagem com metanol para [Chol][Gal], acetato de etila para
[Chol][Sal] e acetona para o [Chol][Van]. Depois a solucéo foi filtrada para remover o LI
(que estava no estado solido). A unica excecao foi ao [Chol][Sal], onde o restante do
acido salicilico foi removido por extracdo liquido-liquido. Finalmente, o solvente residual
foi removido sob pressdo reduzida, e 0 composto obtido foi seco sob alto vacuo por pelo
menos 48 h. A estrutura de todos os compostos sintetizados foi confirmada por
ressonancia magnética nuclear (RMN); *H e 3C-RMN, mostrando alto nivel de pureza

de todas as LIs sintetizados, e se encontram registados no Apéndice B.
Solubilidade da ART

Para testar e validar a metodologia, e para comparar 0 uso de solventes convencionais
com os LlIs e sais propostos, a solubilidade da ART foi inicialmente determinada para
solventes organicos comumente usados, sdo eles etilenoglicol, poli (etilenoglicol) 400

(PEGA400), etanol e acetona, todos puros, e em solucdes aquosas (50:50% em volume).

Solugdes aquosas contendo os hidrotropos foram preparadas usando uma balanca Mettler
Toledo XS205 Dual Range (repetibilidade de 0,015 mg). ART em pequeno excesso para
o limite de solubilidade foi adicionada a cada eppendorf com as solugdes e dispersa
usando um vortex. O sistema foi mantido com agitagdo (750 rpm) e temperatura
(30,0+0,5)°C constantes por 72h no equipamento Eppendorf Thermomixer Comfort,
garantindo assim a saturacdo da ART na solucdo. Em seguida, as amostras sdo
centrifugadas a 4500 rpm e (30,0+0,5)°C por 20 minutos em centrifuga Thermo Scientific
Heraeus Megafuge 16R. Para cada solvente, trés solucdes saturadas independentes foram

preparadas.

A solucdo saturada é finalmente amostrada, e uma etapa de filtracdo realizada usando
filtros de seringa (0,45 um) adquiridos na Whatman, e depois diluida em uma mistura de
acetonitrila e agua ultrapura em uma razdo volumétrica de 60:40 quando necessario, e a
quantidade de ART foi quantificada por HPLC-DAD (HPLC Shimadzu, matriz de diodos
detectores SPD-M20A). Pelo menos trés amostras individuais para cada concentracdo
foram determinadas. Em todas as analises, amostras de controle nas mesmas

composigdes, mas sem soluto, foram estudadas.
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Quantificacdo da ART

A quantificacdo da ART em cada solucdo foi realizada por HPLC-DAD (Shimadzu,
modelo PROMINENCE). As anélises por HPLC foram realizadas com uma coluna
analitica de fase reversa C18 (250 x 4,60 mm), cinetex 5 um C18 100 A, da Phenomenex.
A fase movel consistiu em 60% de acetonitrila e 40% de &gua ultra-pura. A separacao foi
realizada no modo isocratico, a uma vazdo de 1,0 mL-min? e usando um volume de
injecdo de 10 puL. DAD foi ajustado em 210 nm. Cada amostra foi analisada pelo menos
em duplicata. O forno da coluna e o amostrador automatico foram operados a uma
temperatura controlada de 30 °C. Nessas condigdes, 0 ART exibe um tempo de retencédo
de cerca de 6 min. As curvas de calibracdo foram preparadas usando ART puro

(comercial).
Parametros solvatocromicos

Os parametros solvatocrémicos foram determinados para as solu¢@es aquosas de LI, sais
e agua pura. Os LlIs foram secos em uma linha de vacuo por 48 horas antes das
preparacdes. Para determinar o parametro o (capacidade de doagdo de ligagcdo de
hidrogénio), a sonda 6xido-N-piridina foi utilizada e determinada por espectros de *C de
RMN, usando um equipamento Bruker Avance 300 operando a 75 MHz, 6xido de
deutério (D20) como solvente e &cido trimetilsililpropandico (TSP) como referéncia
interna. Foram determinados os desvios quimicos de *C-RMN & (Ci) em ppm dos &tomos
de carbono nas posicdes i = 2 e 4 de 6xido-N-piridina, e a foi calculado usando a equagéo
(2) (MADEIRA et al., 2017; PASSOS et al., 2018; TELES et al., 2017).

a=—015 X dyy, + 2.32 @)
Onde d24 = 64_ - 52

Os parametros [ (capacidade de aceitacdo da ligagdo de hidrogénio) e =n*
(dipolaridade/polarizabilidade do solvente) foram determinados usando os corantes N, N-
dietil-4-nitroanilina e 4-nitroanilina, respectivamente. Ap0s agitacdo vigorosa para
dissolugdo completa dos corantes, as amostras foram analisadas num espectrofotémetro
UV-Vis (leitor de microplacas BioTeck Synergy HT). A banda de absor¢édo do
comprimento de onda mais longa de cada sonda foi usada nas equacdes (3) a (5) para

determinar os parametros correspondentes.
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AV = AVN,N - AV4_N (4)
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T = DMSO ciclohexano (5)
Avy N T —AVE N

T

onde, v € o nimero da onda experimental, os subscritos N, N e 4N representam as sondas
solvatocromicas N, N-dietil-4-nitroanilina e 4-nitroanilina, respectivamente, enquanto L1,

ciclo-hexano e DMSO correspondem aos valores nesses solventes.
COSMO-RS

O modelo COSMO-RS (Conductor like Screening Model for Real Solvents) é um modelo
totalmente preditivo baseado na quimica quantica que calcula o potencial quimico de
todos os componentes em uma mistura liquida apenas por meio de calculos ab initio. Em
resumo, antes do célculo COSMO-RS, a geometria do soluto e solventes foram
otimizados usando o pacote de programa de software TURBOMOLE V7.3 2018 usando
o nivel de teoria funcional de densidade e utilizando o B88-p86 funcional BP com uma
base polarizada de triplo { valéncia conjunto (TZVP) e a resolucao da aproximacao do

padrdo de identidade (RI).
3.2 Resultados
Solubilidade da ART

Devido a sua enorme relevancia para o presente estudo, a solubilidade da artemisinina em
agua foi determinada em primeiro lugar. Como pode ser observado na Figura 9, o valor
obtido foi (61,83 + 4,33) mg.L* a (30,0 + 0,5)°C, que esta dentro da faixa de valores
encontrados na literatura (CHAN et al.,, 1997; LABOUKHI-KHORSI; DAOUD;
CHEMAT, 2017a; LETCHMANAN et al., 2018; SHAHZAD et al., 2012; USUDA et al.,
2000). No entanto, ainda ha grande incerteza no valor da solubilidade em &gua, pois é
possivel encontrar a solubilidade da ART em agua variando de 13 a 48 mg.L™* a 37°C
(CHAN et al., 1997; LETCHMANAN et al., 2018; SHAHZAD et al., 2012). Testes
realizados em meio &cido e meio basico mostraram que a solubilidade do composto ndo

é alterada com o pH.
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Figura 9. Solubilidade da ART em &gua a diferentes temperaturas.

Os resultados encontrados para a solubilidade de ART em solventes organicos podem ser
analisados na Figura 10 (Tabela C 1 do Apéndice C). Os valores de solubilidade
aumentam na seguinte ordem: etilenoglicol < PEG 400 < etanol < acetona. Comparando
os resultados encontrados com os relatados na literatura, os valores obtidos séo
semelhantes aos determinados por QU et al. (2010), para as duas metodologias utilizadas
pelos autores, e Liu, Lii e Pang (2009). E pertinente destacar novamente as grandes
discrepancias da solubilidade em solventes orgénicos (Figuras C.1 e C.2) encontradas por
diferentes pesquisadores. 1sso provavelmente esta relacionado com a pureza e a origem
da ART, mas a técnica analitica e a dificuldade de estudar solventes organicos altamente

volateis tambem desempenham um papel.

A maior solubilidade da ART nos solventes organicos, mais notavelmente na acetona, é
evidente na Figura 10. No entanto, também € perceptivel a diminuicdo acentuada da
solubilidade em solucdo aquosa dos mesmos solventes organicos, & mesma temperatura
(Figura 10) gue sugerem a necessidade de se encontrar outras substancias capazes de

aumentar a solubilidade da ART em agua.
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Figura 10. Solubilidade relativa, expressa com a razéo entre a solubilidade da ART no
solvente (S) e a solubilidade em &gua pura (So) a (30,0£0,5) °C: solventes puros e em
solucgdes aquosas (50:50 v/v).

Para avaliar o potencial dos LIs como hidrotropos, foi determinada a solubilidade da ART
nas varias solucdes aquosas dos Lls e sais. O conjunto de LIs estudado aqui foi escolhido
para avaliar o impacto da natureza do cation e do &nion na solubilidade desse composto,
mostrado na Figura 11, enquanto os dados completos sdo compilados na Tabela C 2, no
Apéndice C.

Dentre os Ls e sais estudados alguns mostraram efeito hidrotrépico muito promissor para
0 antimalarico em estudo. A capacidade dos varios LIs e sais de agir como hidrétropos
para ART aumenta (considerando o maximo aumento encontrado) na seguinte ordem:
Na[N(CN)2] < Na[SCN] < [C4C1im]CI < [Chol][Van] < [Chol][Gal] < [Nas444]Cl <
[C4C1im][TOS] < [Chol][Sal] < [P4444]Cl < [C4C1im][SCN] < [C4C1im][N(CN)2] <
Na[Sal].

Os sistemas aquosos de quase todos os hidrétropos estudados mostram uma mudanca
significativa no valor de solubilidade proximo a 1 mol.Kgsoucso™. Alguns autores
denominam esse nivel de concentracdo como sendo a concentragdo hidrotropica minima
(MHC), a partir da qual hd& um aumento significativo na solubilidade (BOOTH;
ABBOTT,; SHIMIZU, 2012; SHIMIZU; MATUBAYASI, 2014, 2016), mas nao
relacionando isso a alguma mudanca nas propriedades fisico-quimicas do solvente,

tornando o conceito impreciso. Por outro lado, 0 aumento na solubilidade da ART nas
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solugdes aquosas de outros como Na[N(CN)2] e Na[SCN] é possivel observar que ha um
aumento continuo muito menor na solubilidade da ART com a concentragdo. Esses
comportamentos corroboram com o questionamento de alguns autores quanto a existéncia
de um MHC (EASTOE; HATZOPOULOS; DOWDING, 2011; RUSSO; HOFFMANN,
2011).
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Figura 11. Influéncia da concentracdo do hidrétropo na solubilidade relativa da ART em
solucdes aquosas a 30 °C. As linhas sdo guias visuais.

O aumento da solubilidade da ART, em algumas das solu¢Ges aquosas, ndo segue uma
tendéncia monédtona ao longo de toda a gama de composicao do LI. SolucGes aquosas de
[C4C1im][TOS] e [P44,44]Cl apresentam uma diminui¢do na solubilidade acima de 1,5
mol.Kgsolucao ™, €nquanto para o e [C4C1im][N(CN).] esse diminuicdo é observada para
molalidade maior que 4,4 mol.kgsoiucio™>. Este efeito provavelmente pode ser descrito em
termos de auto-associagdo do hidrotropo diminuindo sua disponibilidade para interagir
com o soluto. Outra explicagdo, como demonstrado recentemente para sistemas baseados
em cirene (ABRANCHES et al., 2020a), pode ser devido a fortes interacdes de trés corpos
entre agua, soluto e hidrétropo, tornando a agua o co-solvente do sistema para alta

concentracdo de hidrotropo. Em contrapartida, nos sistemas aquosos contendo Na[Sal],
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[C4C1im][SCN] e [Chol][Van] a solubilidade da ART néo alcanga um platé a medida que

aumenta-se a concentracdo do hidrotropo.

De forma a avaliar o efeito do cation dos LIs na solubilidade da ART, foram estudados
quatro pares de composto com quatro anions distintos. Uma série de LIs clorados foram
estudados e sdo apresentados na Figura 12a. Dentre os cétions investigados na série,
[Ps4.44]" claramente apresentou 0 maior aumento na solubilidade do farmaco estudado
neste trabalho, seguido pelo [Nasass4]" € [CsCiim]*. Sintra et al. (2018) reportou
comportamento semelhante no estudo do efeito hidrotropico de Lls clorados na

solubilidade do ibuprofeno.
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Figura 12. Efeito do cétion na solubilidade da ART em &gua. Os hidrétropos sdo baseados
em (a) CI (b) [SCN] (c) [N(CN)2] e (d) [Sal]". As linhas sdo guias visuais.

Como discutido anteriormente, os LIs contendo [SCN] e [N(CN).] estdo entre os que
mais aumentaram a solubilidade da ART em &gua. No entanto, é possivel ver nas Figuras
12b-c que o mesmo comportamento ndo foi observado quando esses anions s&o
combinados com o Na". Ao contrario dos Lls, os dois sais foram os que menos

demostraram um efeito hidrotrépico na solubilidade da ART. Isso pode ser explicado pelo
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fato dos imidazolios possuirem estrutura ciclica, com maior tamanho, onde as forgas de
dispersdo apresentam relevancia mais consideravel, favorecendo a interagcdo com a ART.
Apesar do cation de s6dio também possuir uma carga positiva, 0 seu tamanho pode
desfavorecer essa solubilizacdo, quando comparado ao [C4Ciim]*. Por outro lado, a
excecdo desse comportamento é o Na[Sal] (Figura 12d). Solucdes aquosas desse sal
levam ao aumento de quase 800 vezes na solubilidade da ART, sendo o melhor de todos
0s estudados, e assim o salicilato é um &nion que favorece a solubilizacdo da ART, como

se ird discutir na série de sais de colina estudados.

Com o intuito de estudar a influéncia do anion no aumento da solubilidade da ART, foram
escolhidos trés LIs baseados no cation [Chol]", quatro baseados em [C4C1im]™ e 0s sais
baseados em Na* (Figura 13). O [Chol][Sal] é o LI que apresenta maior efeito
hidrotrépico dentre os LIs com [Chol]* como cétion (Figura 13a). O que é observado
nesse caso € que o aumento dos substituintes no anel aromético do anion faz com que o
LI fique mais polar, diminuindo a solubilidade da ART. Dos LIs baseados em [C4C1im]™,
os contendo [SCN] e [N(CN)2] mostraram-se hidrotropos muito promissores para ART
(Figura 13b), o aumento da solubilidade foi de quase 500 vezes superior ao valor de
solubilidade em agua. Ao contrério do efeito do [C4C1im]Cl sobre a solubilidade do &cido
galico ou vanilina (CLAUDIO et al., 2015), este LI tem o menor impacto na solubilidade
da ART em solucdo aquosa entre os LIs estudados. No entanto, a classificacdo observada
para o efeito do LI sobre a solubilidade da ART também foi observada para o aumento
da solubilidade do ibuprofeno em 4gua (SINTRA et al., 2018).

Entre os sais (Figura 13c), observa-se que os anions lineares ndo apresentam efeito
hidrotropico significativo. Por outro lado, o Na[Sal] possui um anel aromatico em sua
estrutura, semelhante ao ART, o que pode ter favorecido sua solubilidade em solugéo

aquosa.

O efeito da hidrotropia foi explicado no passado em termos da formacdo de complexos
soluto-hidrotropo através das interagoes © — 7t (HUSSAIN; DILUCCIO; MAURIN, 1993;
RASOOL; HUSSAIN; DITTERT, 1991; SANGHVI; EVANS; YALKOWSKY, 2007;
SUZUKI; SUNADA, 1998). No entanto, os resultados obtidos aqui ndo suportam a ideia
de que somente as interagdes m—m entre soluto-solvente sejam as forcas motrizes
dominantes por tras do comportamento hidrotrépico, tendo em vista que compostos néo

aromaticos estudados também induzem um aumento significativo da solubilidade da
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ART. De uma forma geral, os resultados obtidos suportam a ideia de que tanto anion

quanto cation contribuem para o mecanismo hidrotrépico de forma sinérgica.
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Figura 13. Efeito do anion na solubilidade da ART em agua. Os hidrétropos sdo baseados
em (a) [Chol]", (b) [C4C1im]* e (c) Na™. As linhas sdo guias visuais.

O efeito da hidrotropia na solubilidade da ART em agua de LIs baseados em [C4C1im]*
foram recentemente estudados por Sales et al. (2021). No trabalho, utilizou-se 0 COSMO-
RS visando explorar a fisico-quimica destes sistemas. Os perfis sigma (Figura 14)
demonstraram que a ART apresenta um pico forte na regido apolar, quase igualando-se
ao de [C4C1im][TOS], e um pico mais curto na regido do aceptor de ligagéo de hidrogénio
(HBA), que é semelhante aos de [C4C1im][SCN] e [C4C1im][N(CN)2]. A partir desses
perfis € possivel entender a relevancia da regido apolar do hidrétropo quando o LI é
diluido em agua. O [C4C1im][TOS], o0 mais apolar, apresenta um efeito mais pronunciado,
mas quando a concentracdo de LI aumenta, 0 aspecto dominante que favorece a

solubilizacdo da ART parece ser o menor carater HBA de o hidrotropo.
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Figura 14. Perfis sigma para: (a) ART (b) [C4C1im][TOS] (vermelho); [C4C1im][SCN]
(azul); [C4C1im][N(CN)2] (verde); [C4C1im]CI (roxo). Fonte: (SALES et al., 2021).

Tendo em consideragéo as conclusdes anteriores, foram determinados os perfis sigma dos
outros hidrotropos estudados, e da agua, utilizando COSMO-RS (Apéndice E). Por
analogia com abordagem proposta por Abranches et al. (2020b), esses perfis foram usados
para determinar indicadores numéricos relativos as diferentes regides (doador e aceptor

de ponto de hidrogénio, e apolar). Assim na regido apolar aplicou-se:

f0,0082
—0,0082

p(0)(0,0082 — |o|)do (6)
Enquanto nas restantes regides:

17 p(0) (o] - 0,0082)do )

0,008

Os integrais foram determinados recorrendo a regra dos trapézios composta, e 0s

resultados compilados na Tabela 2.

Com o0 se pode observar na Figura 15a, os resultados confirmam o melhor poder
hidrotropico do [C4C1im][TOS] em concentracdes de 0 a 1,0 mol.kgsoluczoX. De todos os

sistemas estudados, esse composto é o que possui regido apolar mais proxima do valor da
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ART (Tabela 2). Por ouro lado, os sais Na[SCN] e Na[N(CN)2] apresentam um parametro
de regido apolar mais afastado do mesmo valor da ART, sdo 0s compostos que
apresentaram menor efeito hidrotrépico nessa regido. De facto, e nesta gama de
concentracgdes, observa-se na generalidade que o efeito hidrotrépico é bem correlacionado
com a semelhanca entre os parametros apolares do soluto e do hidrotropo. Estudando o
efeito hidrotropico sobre a solubilidade do &cido gélico ou siringico, Abranches et al.
(2020b) mostraram que o numero de moléculas de hidrétropo que agregam em torno do
soluto atinge um maximo quando o fator apolar do soluto e do hidrotropo sao iguais, em

consisténcia com os resultados aqui apresentados.
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Figura 15. Solubilidade relativa da ART em solucdes aquosas de a 30°C a baixas
concentracdes do hidrotropo.

Ja na faixa de concentracéo de hidrotropo mais elevada, Figura 15b-c € possivel observar
que as zonas polares dos hidrétropos, com caracter aceptor de ponte de hidrogénio,
comegam a exercer impacto no aumento da solubilidade, sendo que a sequéncia
apresentada atras quanto ao maximo aumento da solubilidade esta ainda relacionada com

0 parametro da capacidade de aceptor de ponte de hidrogenio.
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Tabela 2. Parametros caracteristicos (e/nm?) das diversas regides; doador e aceptor de
ponte de hidrogénio, e apolar, de acordo com as equacoes 6 € 7.

Doador  Apolar  Aceptor

ART 0,1 10,3 1,5
agua 1,0 0,4 0,7
[C4Ca1im]CI 1,2 6,6 57
[C4C1im][SCN] 1,2 7,0 33
[C4C1im][N(CN)2] 1,2 8,5 3,6
[C4C1im][TOS] 1,7 12,1 4,9
[Na24.44]Cl 0,4 15,9 5,7
[P4,4,44]Cl 0,4 16,3 5,7
[Chol][Sal] 1,8 57 4.4
Na[Sal] 6,7 3,9 3,9
Na[SCN] 6,7 0,4 33
Na[N(CN)z] 6,7 19 3,6

De fato, os hidrétropos que provocam 0s maiores aumentos de solubilidade
([C4C1im][SCN], [C4C1im][N(CN)2] e Na[Sal]), apresentam um parametro de caracter
aceptor moderado, e aumentando esse valor, o efeito hidrotrépico favoravel s6 é mantido
aumentando o fator apolar. Mais especificamente, fixando o anion, entre o tiocianato,
dicianamida ou cloro, em todos os casos a solubilidade aumenta com o aumento do fator
apolar. Essa situacdo também ocorre fixando o cation (seja 0 s6dio ou Csmim™), mais uma
vez demonstrando a importancia deste parametro. A constatacdo de que o Na[Sal]
apresenta o maior aumento de solubilidade ndo €, contudo, evidente, se comparado com
o efeito do salicilato de colina, pois apresenta 0 mesmo fator aceptor, mas aquele com
menor caracter apolar (Na[Sal]), tem um aumento de solubilidade muito mais
consideravel. De fato, os sais de sédio com dicianamida e tiocianato, sdo 0s piores
hidrétropos enquanto que, e contrariando completamente as observagdes anteriores, 0
Na[Sal] € o melhor. Deve aqui registar-se que nesse sistema em especifico, as medicoes

foram repetidas por duas vezes, tendo-se obtido valores muito consistentes.

A Figura 16 mostra o aumento da solubilidade para os 7 melhores solventes estudados
neste trabalho & mesma concentragdo (em torno de 44% em massa). E possivel observar

que a solubilidade da ART em solu¢des aquosas dos LIs e em Na[Sal] s&o comparaveis
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ou melhores do que os valores encontrados nas solugdes aquosas de acetona, tornando
viavel o estudo de processos alternativos de extracdo e purificacdo, substituindo solventes

organicos volateis por compostos de natureza mais benigna.
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Figura 16. Solubilidade relativa de ART em solucdes aquosas de solventes organicos e
hidrétropos (cerca de 44% em massa) a 30 °C.

Recentemente, a formacao de co-agregados entre os ions de LIs e o soluto foi proposta
como um dos principais contribuintes para a solubilizacdo (ABRANCHES et al., 2020b;
CLAUDIO et al., 2015; SINTRA et al., 2018), sendo a teoria de Kirkwood-Buff (KB)
uma boa base para entender as principais forcas motrizes das solubilizacdo hidrotropica
(SHIMIZU; BOON, 2004). Nesse sentido, Shimizu e Matubayasi (2016) sugeriram uma
nova abordagem que permite estabelecer uma analogia entre a hidrotropia e os fenbmenos

cooperativos por meio da linearizacdo apresentada na equacao 8:
1S
Ysnimizu = In [ﬁ] =m-Inxyyq +b (8)

onde xyiq representa a fracdo molar do hidrétropo na solugdo aquosa, e S e Sp a
solubilidade da ART na solucdo do hidrotropo e agua, respectivamente. Finalmente, m e
b sdo parametros que fornecem informacdes sobre as interacBes moleculares entre o
soluto e o hidrotropo. Mais especificamente, m representa 0 numero de moléculas de
hidrotropo na vizinhanga do soluto (SHIMIZU; MATUBAYASI, 2016; SOARES et al.,
2020)
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Conforme mostrado na Figura 17, uma boa linearizacdo é observada para quase todos 0s

sistemas, com R? variando entre 0,88 e 0,99, sugerindo a validade das suposicGes de

Shimizu e Matubayasi (2016) para fendmenos cooperativos (Tabela C 3 nos Apéndices).

A representacdo da solubilidade relativa da ART sobre toda a faixa de concentracfes

hidrotropicas estudadas é mostrada na Figura C.3, confirmando os bons ajustes.
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Figura 17. Modelo de hidrotropia cooperativa de Shimizu para: (a) [C4C1im]Cl; (b)
[C4C1im][N(CN)2]; (c) [CaCi1im][SCN]; (d) [CaCiim][TOS]; (e) [Chol][Sal]; (f)
[Chol][Gal]; (9) [Chol][Van]; (h) [P4444]Cl; (i) [Nas44]Cl; () Na[N(CN)z]; (k)
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Na[SCN]; (I) Na[Sal]. As linhas representam os ajustes obtidos pelo modelo usando os
parametros listados na Tabela C .

Parametros Solvatocromicos

A fim de melhorar a compreensdo do aumento da solubilidade da ART e as interagdes
solvente-soluto, os parametros empiricos de Kamlet-Taft, a (doador de ligacdo de
hidrogénio, HBD), B (HBA) e dipolaridade/polarizabilidade (m*), também foram
determinados. Os parametros foram medidos em primeiro lugar para agua pura e sdo

relatados e em comparados com os valores da literatura na Tabela 3.

Tabela 3. Pardmetros solvatocrdmicos de agua pura a 25 °C e 0,1 MPa.

a Bto n*to Autores (Ano)
137+0,02 0,16+0,01 1,27+0,01 Esse trabalho
1,17 0,47 1,09 Marcus (1993)
1,17 0,15 1,09 Lu etal. (2001)
1,23 0,49 1,14 Buhvestov et al. (1998)
Harifi-mood; Habibi-yangjeh; Gholami
1,30 0,46 1,10
(2006)

1,36 0,16 1,26 Passos et al. (2018)
0,95 0,15 1,31 Trivedi et al. (2010)

A Tabela 3 mostra que € bastante comum encontrar diferentes valores dos parametros
Kamlet-Taft para o0 mesmo solvente. Foi demonstrado que as diferengas podem ser
facilmente relacionadas com os diferentes corantes usados (AB RANI et al., 2011a;
JESSOP et al., 2012). Por exemplo, Lu et al.(2001) utilizou 4-nitroanisol para determinar
0 pardmetro ©*, um corante de betaina substituido com dicloro para encontrar o e 4-
nitroanilina e N, Ndimetil-4-nitroanilina para obter o 3. A escolha da sonda levou a uma
diferenca entre os dados encontrados para o HBD e o0s parametros de
dipolaridade/polarizabilidade. Contudo, o parametro HBA mostra conformidade nos
resultados deste trabalho, possivelmente porque o0 mesmo corante foi usado. Apesar
dessas diferencas, deve-se ressaltar que o o0s parametros Kamlet-Taft, quando
determinados nas mesmas condic¢Bes, fornecem uma tendéncia qualitativa de um

determinado conjunto de solventes.
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Os valores a, f e n* foram determinados para diferentes solu¢des aquosas de LIs, sendo
o efeito da concentracdo de LlIs representado na Figura 18 (os valores numéricos sao
compilados na Tabela D ). A Figura 18 indica que o aumento da concentracdo da maioria
dos hidrétropos levam a diminuigdo dos valores de a e 7*, assim como ja foi reportando
em solucdes aquosas de LIs (HARIFI-MOOD; HABIBI-YANGJEH; GHOLAMI, 2006).
Dentre os hidrotropos aqui estudados, apenas os sais possuem valores de n* maiores do
que a da agua. Os valores de n* sdo semelhantes entre varios LIs e sdo maiores do que o
da maioria dos solventes moleculares (KAMLET; ABBOUD; TAFT, 1977). Interagdes
de Coulomb, bem como efeitos de dipolo e polarizabilidade podem justificar esse
comportamento (AB RANI et al., 2011b; CLAUDIO et al., 2014).

—#—[C,C,im][TOS]
~@—[C.C,im][SCN]
A~ [C.C,im]NCN)]
He—[C.C im]C1
X~ Na[N(CN),]
Na[SCN]

(-7 — Na[Sal]

@~ [Chol][Sal]
B[P 44 C1
8- [Nys44]C1

T T T T T T

0,0 05 10 15 2,0 25 30
. - -1

Hidrétropo (mol.kgyycso)

Figura 18. Parametros a, B e «* para solucGes de hidrotropos. As linhas tracejadas sdo 0s
parametros solvatocrémicos para a dgua pura. As linhas continuas sdo guias para os olhos.
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Alguns autores destacam que a for¢a do aceptor da ligacao de hidrogénio (B) de um LI é
dominada por seu &nion, enquanto a capacidade doadora da ligacdo de hidrogénio (o) é
essencialmente controlada pelo cétion e depende apenas ligeiramente do anion do L1 (AB
RANI et al., 2011a; JESSOP et al., 2012; KURNIA et al., 2015). Partindo dessa premissa,
os resultados dos parametros foram separados em cations e anions para melhor discussdo
e busca de entendimento do comportamento apresentado nos LIs estudados. A Figura 19
mostra os valores experimentais para o parametro a. Verifica-se que, no geral, os LlIs
apresentam comportamento muito diferente dos respectivos sais quando ha o aumento da
concentracdo da solucdo. Aparentemente, cations pequenos, como o Na*, possuem maior

capacidade de aceitagdo de elétrons quando comparados a cations como o [C4Ciim]*.
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Figura 19. Parametro o para os hidrétropos baseados em: (a) CI; (b) [N(CN)2]; (c) [Sal]
e (d) [SCNTJ. As linhas continuas sdo guias para os olhos.

Kurnia et al. (2015) reportaram que os LIs portadores do cation imidazélio apresentam

valores de o mais elevados do que LlIs baseados em piperidinio-, piridinio-,
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tetraalquilamonio-, e sulfonio. A alta acidez dos LIs a base de imidazdlio € principalmente
resultado do hidrogénio &cido ligado ao carbono entre os dois 4&tomos de nitrogénio no
anel. Isso explicaria os resultados encontrados na Figura 19a, onde verifica-se que o LI
com anel aromatico ([C4C.im]Cl) possui maior acidez quando comparados aos
correspondentes ndo aromaticos. E importante realcar o comportamento anémalo

observado pelo [Chol][Sal] na Figura 19c.

Os resultados encontrados para a, € mostrados na Figura 19, corroboram com 0s
apresentados anteriormente, na Tabela 2, onde pode ser visto que as regides doadoras
encontradas nos perfis sigma sdo maiores para os sais do que para os imidazolios. Alem
disso, quando se compara o [C4Ciim]* com [Pasasa44]" € [Nasa4]*, 0 comportamento
também estd de acordo com o previsto pelo COSMO-RS, onde o imidazoélio apresenta
maior capacidade de doacdo de ligacao de hidrogénio do que os outros LIs clorados aqui

estudados.

Foi verificado se o valor de o também teria influéncia com o anion. Para tal, foi mantido

0 cétion e variou-se os anions. O resultado dessa analise pode ser visto na Figura 20.

(a) (b)

1,45 1,40

1,404 1,381
N
1354 1,36 \(—-M

1,344

1,30 4
3

1.25 4 1,32 4
1204 FO—TCCiimirct
—8— [C,C,im][SCN]

1,304

| |- [C,C,im]IN(CN),] 1,28+ Na[SCN]
e +[c:c:im][Tos1 ‘ —>¢—Na[N(CN),]
1,26 4 Na[Sal]

1,10

T T T T T T . . r r .
0,0 05 10 15 2,0 25 3,0 0.0 05 10 15 20 25 3.0

Hidrétropo (mol.kg oiucao) Hidrétropo (mol.kgyb,cs0)

Figura 20. Influéncia do anion no parametro o, para os LIs baseados em: (a) [C4C1im]* e
(b) Na".

O parametro a depende majoritariamente do cation do LI, tendo em vista que houve pouca
alteracdo do comportamento dos sistemas que possuiam quase todos os imidazolios
estudados aqui. No entanto, o [C4C1im][TOS] é excecdo, indicando que este LI ¢
influenciado também pelo &nion na capacidade de doacdo de ligacdo de hidrogénio
(Figura 20a). Remetendo novamente a Tabela 2, é possivel observar que o

[C4C1im][TOS] € o LI baseado em imidazolio que possui maior regido doadora no seu
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perfil sigma, confirmado na Figura 20a nos valores de a e que também pode ser a causa

do desvio no comportamento da tendéncia quando comparado aos outros LIs do mesmo
grupo.

Dentre os sais, existe uma alta influéncia dos anions na acidez das solugdes aquosas,
principalmente por parte do Na[Sal] (Figura 20b). Como a regido doadora é
numericamente igual entre esses hidrotropos, a grande regido apolar do salicilato, quando

comparado aos outros sais, € o grande diferencial entre eles.

Na Figura 21 é possivel verificar a influéncia do &nion no pardmetro . Em ambos os
casos, anions com anel aromatico possuem maior capacidade aceptora de protons,

tornando o meio mais basico.
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—e— [C,C,im][SCN] —<¢—Na[N(CN),]
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Figura 21. Parametro [ para os hidrétropos baseados em: (a) [C4C1im]*; (b) Na*. As linhas
continuas sdo guias para os olhos.

Por outro lado, anions lineares possuem comportamento contrario. Segundo Claudio et
al. (2014), ha uma diminuicéo na capacidade do anion de aceitar ligacdes de hidrogénio
com o aumento do nimero de grupos —CN ligados ao atomo central, apesar do nimero
crescente de locais possiveis para interacdo. Quanto mais grupos —CN estiverem
presentes, menor sera a carga geral do grupo final e, portanto, a densidade de elétrons
necessaria para a ligacdo de hidrogénio. No entanto, aqui esse comportamento ndo é

observado.

Ademais, os valores de B sdo consistentes com os perfis sigma gerados pelos COSMO-
RS, onde o [TOS]" possui regido aceptora maior do que [N(CN)2]"; seguido por [SCN]

dentre os imidazolios (Tabela 2). Nos sais, essa consisténcia também é observada. A Unica
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excecdo é 0 [C4C1im]Cl que, seguindo esse comportamento, deveria ser 0 que possui a
maior valor de  por possuir a maior regido aceptora de prétons dentre os imidazolios. O

que nos leva a verificar a influéncia do cétion nesse parametro.
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Figura 22. Influéncia do cation no parametro B para os hidrétropos baseados em: (a) CI',
(b) [Sal], (c) [SCNT e (d) [N(CN)2]".

Algumas informacdes podem ser retiradas da Figura 22: (i) o comportamento do
[P2.4,44]Cl e do [Na4.44]Cl com 0 aumento da concentracao varia de forma similar (Figura
22a). Nesses casos, a aceitacdo de ligacao de hidrogénio parece estar associada ao anion,
ja que a mudanca do cation ndo levou a alteracdes significativas no comportamento; (ii).
0 [C4C1im]Cl e todos 0s outros pares de hidrotropos estudados ndo obedecem a essa regra.
O que indica que para 0s outros compostos, o cation também possui interferéncia na
basicidade; (iii) a regido aceptora dos hidrotropos baseados em [Sal]” (Tabela 2) & maior
para a colina do que para o sodio, e esse comportamento foi observado nos valores de 3
(Figura 22Db); (iv) os sais, que anteriormente mostraram ser grandes aceptores de elétrons
(Figura 19), possuem baixo valor de aceitacdo de prétons (Figura 22c-d). O que ja era
esperado ja que o cation dos sais é formado apenas pelo Na* e ndo possuem elétrons
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livres. Com isso, a forte interacdo da agua com o Na*, limita a sua capacidade de aceitacéo
de ligacdo de hidrogénio, diminuindo a sua basicidade. Em resumo, ndo é possivel afirmar
que existe uma regra universal que dite como o cation e o &nion influenciam os parametros

o ou B.

Por fim, foi associado a regido apolar dos perfis sigma de cada hidrétropo com os
parametros n*(Figura 23 e Tabela 2).
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Figura 23. Parametro n* para os hidrotropos baseados em: (a) [C4C1im]*; (b) Na*;
[SCNT; (d) [N(CN)2]; (e) CI e (f) [Sal]". As linhas continuas s&o guias para os olhos.
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Os resultados mostram que, para todos os grupos avaliados, o aumento da regido apolar,
leva a diminuicdo da dipolarizabilidade/polarizabilidade. As Unicas excecGes sdo 0s sais
de sddio (Figura 23b) que ndo seguem uma tendéncia tao direta. Nesse caso, 0s anions
lineares causam valores de * quase idénticos, enquanto o salicilato tem valores altos de
dipolarizabilidade/polarizabilidade, assim como sua regido apolar. Nitidamente ndo ha

um paralelismo entre os valores de n* e 0s valores do fator apolar na Tabela 2.

Ainda é possivel observar, a partir da Figura 23, que os sais, de uma forma geral, possuem

maior dipolarizabilidade/polarizabilidade do que os LlIs.

Na tentativa de estabelecer uma relacéo entre a alteracdo da solubilidade da ART em
solucdes aquosas dos mesmos quatro LIs baseados em imidazolio estudados aqui e seus
respectivos parametros solvatocrémicos, uma metodologia de correlagao linear maltipla
foi implementada por Sales et al. (2021). Em primeiro lugar, foi tentada a correlagdo da
solubilidade nos quatro solventes com cada parametro individualmente. As correlagdes
com o e f nao mostram melhora em relagdo a uma correlagdo simples com a concentragao
de LI. No entanto, ao usar o parametro 7*, uma correlacdo muito boa é obtida, que
melhora apenas ligeiramente se combinada com o ou . A Figura 24 mostra os dados de
solubilidade experimental versus os dados de solubilidade previstos para a melhor

correlagdao usando o parametro w*.
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Figura 24. Correlacao entre solubilidade experimental e predita da ART em soluces de:
m [C4Ciim][TOS]; e [CsC1im][SCN]; A [CsC1im][N(CN)2]; ¢ [C4Ciim]Cl. Fonte:
(SALES et al., 2021).
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O aumento consideravel da solubilidade da ART em agua usando [C4C1im][SCN],
[C4C1im][N(CN)2], [Chol][Sal], [P444.4]Cl e Na[Sal] sugere que as solucbes aquosas de

LIs podem ser solventes promissores para 0 extracdo sustentvel de ART a partir de folhas
de Artemisia annua L.
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Capitulo 4 — Extracao solido-

liquido da ART
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Os dados de extragcdo convencional com solventes organicos e com solucgdes aquosas de
hidrétropos séo apresentados neste capitulo. As extracfes foram realizadas com éter de
petroleo e diclorometano em Soxhlet e, de forma alternativa, com solugdes dos 5
hidrotropos que apresentaram os melhores resultados no aumento da solubilidade da ART

em agua.

4.1. Secgao experimental
4.1.1. Materiais

Para a extracdo convencional em Soxhlet, éter de petréleo e diclorometano foram
selecionados. Os hidrétropos utilizados foram Na[Sal], [Chol][Sal], [Pa444]Cl,
[C4C1im][SCN] e [C4C1im][N(CN)2], sendo que as solugdes aquosas foram preparadas
seguindo a mesma metodologia utilizada no capitulo anterior. As estruturas dos
hidrétropos estdo na Figura 7 e as propriedades dos compostos na Tabela A 1 do Apéndice
A.

4.1.2. Métodos
Extracdo convencional de ART

Para fins de comparagéo, foi feita uma extracdo convencional de ART de folhas secas
com solventes organicos em Soxhlet (Figura 25). Mais especificamente, as folhas moidas
de Artemisia annua L. (3g) foram embaladas em um dedal de celulose e colocadas no
extrator Soxhlet. As extracdes foram realizadas com éter de petrdleo e diclorometano por
5 h e utilizando um volume de 300 mL para cada extracdo. No final de cada extracao, o
solvente foi separado do extrato sob presséo reduzida.
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Figura 25. Instrumentos utilizados para a extracdo convencional em Soxhlet.

Extracdo da ART usando solu¢bes aquosas de LlIs e sal

As extracdes solido-liquido de ART de Artemisia annua L. foram realizadas utilizando as
solucdes aquosas que apresentaram os maiores valores de solubilidade da ART, ou seja,
solugBes aquosas de hidrétropos com uma concentracdo entre 2 e 3 mol/kKgsolucao. T0das
as solucdes aquosas foram preparadas gravimetricamente. Em seguida, as folhas secas de
Artemisia annua L. foram trituradas para garantir granulometria uniforme. As misturas
de quantidades especificas de folhas trituradas e solucdes aquosas também foram
preparadas em peso e em frascos de vidro cuidadosamente selados. As extraces foram
realizadas em equipamento comercial (Carousel Radleys Tech) com agitacéo e controlo
de temperatura de £ 0,5°C. Em todos 0s experimentos, a agitacdo foi mantida constante
a 250 rpm, bem como a temperatura a 30°C, a razdo solido-liquido de 1:10 (em massa) e
um tempo de 90 min. Apos as extracdes, o extrato foi centrifugado, filtrado e diluido para
analise em HPLC-DAD, nas mesmas condi¢des usadas para os dados de solubilidade,

descritos no capitulo anterior.

O rendimento de ART presente nas folhas secas é calculado de acordo com a massa de

ART presente no extrato dividido pelo peso total de biomassa seca utilizada.
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Metodologia superficie de resposta

Com o objetivo de maximizar o rendimento de ART do extrato de folhas secas de
Artemisia annua L., foi aplicado um planeamento experimental, a fim de determinar os
fatores mais importantes (condi¢Ges operacionais) e otimiza-los. Em uma metodologia de
superficie de resposta 2%, existem k fatores que contribuem para uma resposta diferente e

o0s dados sdo tratados de acordo com uma equacéo polinomial de segunda ordem:
Y =Bo+ X Bi Xi + X Bt XP Xi<j Bij XiX; )

onde Y ¢é a variavel de resposta e Po, i, Pii € Bij Sd0 os coeficientes ajustados para os
termos de ordenada na origem, linear, quadratico e de interacdo, respectivamente, e X; e
X;j séo as variaveis independentes (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Neste estudo, temperatura (T), tempo de extracdo (t) e concentracdo de hidrétropos (C),
foram submetidos a um planejamento fatorial 23 para otimizar o rendimento da ART,
utilizando uma razdo soélido-liquido de 1:10, e as solu¢Bes aquosas Na[Sal] ou
[Chol][Sal]. Foi utilizado um delineamento composto central, 23, com seis repetices do
ponto central. As condicdes foram definidas para o nivel zero (ponto central) e um nivel
(+1 e -1, os pontos fatoriais). Assim, vinte experimentos foram desenvolvidos e as
condicGes aplicadas sdo fornecidas no Apéndice G. O planejamento foi estendido até aos
pontos axiais que estdo a uma distancia de (o = 2¥/#) unidades codificadas do ponto

central.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente a um nivel de confianca de 95%,
realizando a andlise de variancia (ANOVA) e de regressdo utilizando o Statistica 8.0 ©.
Superficies de resposta e gréaficos de contorno do rendimento de ART foram gerados a
partir de modelos ajustados e, por meio de sua andlise, as condic¢des ideais determinadas.

Atividade antimalérica determinada usando o ensaio Whole-Cell SYBR Green |

Testes in vitro de inibicdo do Plasmodium falciparum foram feitos em parceria com o
Instituto de Higiene e Medicina tropical da Universidade Nova de Lisboa. Foram
escolhidos extratos produzidos com Na[Sal] 2,61 mol/kgsouczo € [Chol][Sal] 3,99
mol/Kgsoluczo, [Chol][Sal] 2,47 mol/kgsoiugao, Nas condi¢cbes Otimas obtidas pelo
planejamento experimental. Além disso, extrato em diclorometano (DCM) tambem foi

produzido para efeitos de comparacgdo. Neste caso, o extrato foi seco e ressuspendido em
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agua. Os testes também foram realizados com solugdes aquosas dos hidrotropos puros.

Artemisinina e cloroquina foram utilizadas como controle.

A atividade antimalarica foi determinada usando o ensaio SYBR Green |. Resumidamente,
parasitas assincrénicos foram cultivados por 72 h na presenca de uma dilui¢do seriada de
1:3 de cada composto, variando de 0,1 pg/ml a 0,001 pg/ml. A intensidade da
fluorescéncia foi medida com um leitor de microplacas multimodo (Triad, Dynex
Technologies), com excitacdo e emissdo de comprimentos de onda de 485 e 535 nm,
respectivamente, e analisada por regressdo ndo linear usando GraphPad Prism para
determinar os valores de 1Cso. Foram realizados pelo menos 3 ensaios independentes,

cada um em triplicata.
4.2. Resultados
Extracdo solido-liquido de ART

No intuito de estabelecer referéncias acerca da quantidade de ART na biomassa,
inicialmente foi realizada uma extracdo convencional usando éter de petréleo e
diclorometano em Soxhlet e os resultados encontrados foram 0,38% e 1,30% (m/m),
respectivamente. O conte(do de ART na Artemisia annua L. varia muito e depende nao
apenas da variedade da planta, mas também do clima, dos métodos de plantio, momento
de colheita e processo de secagem e armazenamento. A quantidade total em diferentes
variedades de Artemisia annua L. esta entre 0,01 e 1,4% em peso, com base na massa de
folhas secas (LAPKIN; PLUCINSKI; CUTLER, 2006).

Extracdes convencionais de ART sdo geralmente realizadas com solventes organicos
como etanol, metanol, acetato de etila (TZENG et al., 2007), hexano (CIFTCl et al., 2018;
QUISPE-CONDORI et al., 2005) e éter de petréleo (CHARLES et al., 1990; PRAWANG
et al., 2019), sendo que este Ultimo é considerado o mais adequado, devido a sua ampla
disponibilidade e a uma razoavel solvatacdo da molécula alvo da planta (ZHANG et al.,
2018). Hao et al. (2002) extraiu ART de Artemisia annua L. com éter de petréleo em
Soxhlet por 12 h e o rendimento encontrado foi de 0,24% (m/m). A diferenca entre esse
resultado com o aqui encontrado, € muito pouco significativa, podendo estar relacionado
com o tempo de extracdo, mas a heterogeneidade da biomassa € sempre um fator maior a

ter em consideracéo.

55



Apesar de ndo ser um solvente comumente utilizado para a extracdo, a ART possui uma
elevada solubilidade em diclorometano (QU et al., 2010). O intuito de utiliza-lo nesse
estudo foi verificar se esse solvente seria um bom extrator, o que foi confirmado pelos

autores.

Apos as anélises anteriores dos resultados de solubilidade do ART em solugfes aquosas,
foram  selecionados Na[Sal], [Chol][Sal], [P4444]Cl, [C4Ciim][SCN] e
[C4C1im][N(CN)2] para serem utilizados como solventes de extracdo de ART de folhas
secas de Artemisia annua L. Em um primeiro teste, a extracéo foi realizada sob a mesma
temperatura utilizada nos dados de solubilidade (30,0+0,5) °C, razdo biomassa-solvente
(1:10), tempo (90 min) e solucBes aquosas de hidrétropos de 2 e 3 mol/Kgsolugao. OS
resultados estdo apresentados na Figura 26, enquanto os valores sdo compilados na Tabela
F 1 do Apéndice F.
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Figura 26. Rendimento de extracdo da ART com solucdes aquosas de hidrotropos com
concentracdo de 2 mol/Kgsolucio (Vermelho) e 3 mol/Kgsoiucio (azul), 30 °C e 90 min.

Numa andlise mais imediata, as solu¢es aquosas de hidrotropos provam ser bons
solventes para extrair ART da biomassa, com rendimento de extracdo bastante superior
ao do éter de petroleo em Soxhlet, mas inferior ao do diclorometano. De fato, LIs e outros
hidrétropos ja demonstraram ser excelentes solventes para processos de extracdo solido-
liquido devido a versatilidade nas possiveis combinacdes de ions, propriedades fisico-
quimicas Unicas e ajustaveis (BOGDANOV, 2014), e sua capacidade de dissolver e

modificar a permeabilidade da parede celular vegetal, mesmo quando em solugdes
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aquosas, 0 que pode levar a um melhor acesso aos compostos alvo incorporados nas
matrizes da biomassa (BOGDANOV; SVINYAROV, 2013; DE FARIA et al., 2018;
PASSOS; FREIRE; COUTINHO, 2014).

Apesar da alta eficiéncia do diclorometano em relagéo as solugdes aquosas do hidrétropo
para a extracdo de artemisinina, a natureza volatil do diclorometano, a sua recente suspeita
de causar cancer (European Chemicals Agency; BYRNE et al., 2016; WHO) e a evidéncia
de que esse composto impacta a camada de 0zénio (HOSSAINI et al., 2015), representa

uma grande desvantagem quando se pensa no consumo humano.

Tanto o cation quanto o anion do LI influenciam a eficiéncia da extracdo (BOGDANOV,
2014). Considerando as propriedades dos anions estudados na literatura, péde-se concluir
que a capacidade aceitacdo de ligacdo de hidrogénio (HBA) é o principal fator que
influencia o resultado da extragdo em comparag&o com o cation (CLAUDIO et al., 2014).
Ao comparar 0s parametros solvatocrémicos determinadas anteriormente com os dados
de extracdo, € notdrio que o0 [P4,4,44]Cl possui os maiores valores de B (Figura 27), porém
foi o LI que apresentou a menor eficiéncia de extracdo (Figura 26), sugerindo que, apesar
de possuir um anion com alta capacidade ligagcdo de hidrogénio, a complexa estrutura do
seu cation pode ter dificultado o acesso ao composto alvo no interior da célula vegetal.
De toda a forma este resultado é compativel com as observac6es formuladas no capitulo
anterior, onde os melhores hidrotropos apresentam uma capacidade aceptora de ponte de
hidrogénio mais moderada. Como se constata na Figura 27, as solucGes aquosas dos
demais hidrétropos possuem valores médios de HBA (ou seja de B), e apresentaram
melhor eficiéncia de extracdo, podendo ainda postular-se que tendo a dgua um forte
caracter doador de ponte de hidrogénio, 0 [P44,4,4]Cl com maior caracter aceptor prefere
a interacdo com A&gua, aumentando o caracter aceptor do solvente, e com uma

dipolarizabilidade menor, apresenta maior dificuldade na agregacéo do soluto.
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Figura 27. Parametros a, B para solucdes de hidrétropos utilizados na extracdo de ART a
2 mol/Kgsoluczo (Vermelho) e 3 mol/Kgsoluczo (2zul). As linhas tracejadas sdo os parametros
da &gua pura.

Para 0 mesmo anion, nos hidrotropos com [Sal]” na sua estrutura, a solucdo mais
concentrada de LI baseado na colina apresentou maior eficiéncia de extracdo. Esse
sistema também apresentou um maior valor de a (Figura 27), que pelos estudos de
solubilidade ndo indicou ser um parametro muito importante, mas os valores de a em
todas as solucdes aquosas ndo sdo muito significativamente diferentes do valor da dgua
pura. De fato, o tipo de cation usado é muito significativo, dando vantagem aos cations
aromaticos, ricos em elétrons (BOGDANOV, 2014), como é visto na boa eficiéncia de
extracdo dos imidazolios, por exemplo. Em particular, [C4C1im]* j& mostrou ser superior
em relacdo a extracdo de compostos fenolicos a partir de planas medicinais (DU et al.,
2009).

O comprimento da cadeia alquilica e a concentracdo de LI sdo também importantes, pois
sua variacdo pode alterar as propriedades do sistema extrativo (BOGDANOV, 2014).
Apesar dos valores de eficiéncia de extracdo ndo terem diferenca significativa, e o0 erro
associado as medicGes com o Na[Sal] bem mais evidente, a maior capacidade dos LIs em
romper a matriz vegetal pode explicar a vantagem do sistema contendo [Chol][Sal]

quando comparado ao do sal (Na[Sal]).

Apesar de ser considerado um bom solvente alternativo por ser mais ambientalmente
benigno do que os solventes organicos, é crescente 0 nimero de estudos envolvendo o
exame toxicologico, bem como a analise do destino ambiental dos LIs (VENTURA et al.,

2014). Estudos envolvendo bactérias marinhas mostraram que LIs a base de imidazdlio e
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fosfonio sdo mostrados como “moderadamente” ou “levemente toxicos”. E ainda de
acordo com os resultados relatados, foi possivel concluir que os Lls a base de fosfénio
sd0 mais toxicos que as LIs a base de imidazélio (VENTURA et al., 2012b). Por outro
lado, os LlIs a base de colina sdo considerados estaveis na agua, biodegradaveis e
apresentam menor toxicidade, em comparacdo com outros LIs (SINTRA et al., 2015;
TIAN; BERTON; ROGERS, 2019; VENTURA et al., 2014). Pelos motivos apresentados,
a otimizag&o da extragdo solido-liquido foi realizada em solugdes aquosas de [Chol][Sal],
e para fins de comparacdo, também sobre solucdes aquosas de Na[Sal] por ser o sal

correspondente ao LI que apresentou uma maior solubilidade da ART.
Otimizacdo da extragdo sélido-liquido

Com o objetivo de identificar os parametros de processamento mais significativos e
otimizar as condi¢des operacionais para obter melhores rendimentos de extracéo, foi
utilizada a metodologia da superficie de resposta (RSM). Neste trabalho, foram realizados
dois planejamentos fatoriais de 22 (3 fatores e 2 niveis), onde se variaram a concentragao
de solucGes aquosas de hidrétropos, o tempo de extracdo e a temperatura de extracdo. A
influéncia das trés varidveis no rendimento da extracdo da ART séo ilustrados na Figura
28Figura 29. Os pontos experimentais utilizados no segundo planejamento fatorial, o
rendimento da ART obtido experimentalmente, bem como todas as analises estatisticas,

sdo mostrados no Apéndice G.

De acordo com a analise estatistica apresentada no Apéndice G e os dados das Figura
28Figura 29, é possivel afirmar que a concentracdo é o parametro mais significativo que
conduz a uma regido de rendimento méaximo de extracdo. Uma concentragcdo maior é
vantajosa para a extracdo da ART. No entanto, como as extraces foram feitas em
solucdes aquosas, a solubilidade dos hidrotropos em agua deve ser considerada, como a
alteracdo na viscosidade, bem como os fatores econdmicos e ambientais. A temperatura
também tem um impacto relevante no rendimento da extracdo da ART, pois temperaturas
mais elevadas favorecem a diminui¢do da viscosidade do solvente, aumentando sua
capacidade mistura e consequente extracdo do farmaco da biomassa. Neste vetor
paramétrico, o tempo foi a varidvel com menor influéncia na extracdo da ART. Em geral,
os dois hidrétropos testados apresentaram condi¢fes Otimas de extracdo a 35 °C, 80

minutos e concentragdo em torno de 2,4 mol/Kgsolugao-
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Uma vez que na analise estatistica do planejamento fatorial 23 foram encontradas
condicBes 6timas, outra extracdo foi realizada usando &gua pura nas condi¢des 6timas. O
rendimento de extracdo, neste caso, foi de 0,01% em peso, contra 0,68 e 0,64% em peso
para solucdes aquosas de Na[Sal] e [Chol][Sal], respectivamente. Os dois ultimos
conjuntos de resultados sobre a solubilidade e extracdo de ART da biomassa sugerem que
o0 alto desempenho demonstrado por solugdes aquosas de hidrétropos na extracdo pode
estar relacionado a melhora da solubilidade causada por esses compostos, e ndo apenas

pela ruptura da biomassa.
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Figura 28. Gréaficos de superficie de resposta (a esquerda) e graficos de contorno (a
direita) no rendimento de extracdo de ART com os efeitos combinados de (a)
Concentracao (mol/kgsolucao) € T (°C); (b) Concentragdo (mol/kgsoiucio) € tempo (min); e
(c) T (°C) e tempo (min), utilizando solugdes aquosas de [Chol][Sal].

61



(@)

-
ART (wt%) 57

3
0.1 ]
067 3
0.59% >
o.“"; é
0% =
0.40% A
e =3

o Zz Bl 0c0%

Bl 0 50%
[l 0.40%
[]o20%

,vo
bl
Na[Sal] (MOlKG,eiugs0) ~ ~S

o® e T(°C) 0.0 3 020%
s 20 25 30 35 40 45 50 ot0%
b o
ART (wtss) 0.89% [ -
0.70% .2
0.60% E
0.50% a
040% =
00% 2
0.20% poect
o.fot a
m."“ P Bl 0.%0%
N = = I 0 %%
Na[Sal] (MOolKQsusao) . & . E g 32
% tempo (min) 0.0 = 0.20%
20 40 60 80 100 120 140= g 10%
(C) tempo (min)
140
ART (wt%) 0£7% 120
(wt%) o
i
0-50% E 100
0‘1,05 -g
03 o 80
0.2’# o
o-‘"* 5
\"p e 60
B 0 50%
tempo (min)<® 3 Bl 047%
B 0.45%
20 — ] 043%
20 25 30 35 40 45 50 I 0.40%

B o2

T(°C)

Figura 29. Gréaficos de superficie de resposta (a esquerda) e graficos de contorno (a
direita) no rendimento de extracdo de ART com os efeitos combinados de (a)
Concentracao (mol/kgsolucao) € T (°C); (b) Concentragdo (mol/kgsoiucio) € tempo (min); e
(c) T (°C) e tempo (min), utilizando solugdes aquosas de Na[Sal].

62



Atividade antimalarica

Testes in vitro de inibicdo do Plasmodium falciparum foram feitos com extratos
produzidos com [Chol][Sal], Na[Sal], e diclorometano (DCM). Os resultados indicam
que todos os extratos produzidos com solugdes aquosas de hidrotropos possuem atividade
contra 0 parasita causador da malaria (Tabela 4). E possivel perceber que pequenas
concentracdes de extrato sdo necessarias para atingir a metade do efeito méximo de
inibicdo (ECso) do Plasmodium falciparum, sendo o Na[Sal] 2,61 mol/kgsoiuczo apresenta
0 maior poder inibitorio. Os extratos de [Chol][Sal] também apresentam resultados
promissores e muito semelhante ao Na[Sal]. Os extratos produzidos com as solucGes
aquosas dos hidrétropos possuem atividade antimaldrica maior até do que o extrato
produzido com DCM.

Tabela 4. ECsp dos extratos produzidos com solugdes aquosas de hidrétropos

ECso + desvio

(Hg/ml)
Artemisinina (ART) 0,0066 0,0025
Cloroquina (CQ) 0,0099 0,0016
Extrato (em Na[Sal] 2,61 mol/kgsolucao) 0,0027 0,0005

Extrato (em [Chol][Sal] 2,47 mol/Kgsoluz)) ~ 0,0034  0,0009

Extrato (em [Chol][Sal] 3,99 mol/Kgsolugzo) 0,0128 0,0038

Extrato (em DCM) 0,0200 0,0078
Na[Sal] 2,61 mol/kgsolugo ND ND
[Chol][Sal] 2,47 mol/kgsolugo ND ND
[Chol][Sal] 3,99 mol/kgsolugao ND ND

ND=néo detectado
Outro aspecto importante que vale a pena ressaltar € que as solucdes de hidrétropos pura
ndo possuem qualquer atividade. O que significa que a inibicdo encontrada pode estar

relacionada exclusivamente com a presenca da ART nos extratos ou de outros compostos
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que podem estar agindo de forma sinérgica com o farmaco. Essa segunda opcéo ja foi
discutida por outros autores (DE DONNO et al., 2012) e é confirmada aqui, ja que a ART
pura necessita de uma concentracdo mais elevada para atingir metade do efeito méximo
de inibigdo (ECso). Com isso, é possivel afirmar que as solugdes aquosas dos hidrotropos
extrairam outros compostos da Artemisia Annua L. que também possuem atividade

antimalarica.

De qualquer forma, os resultados encontrados sdo animadores pois indicam que a ART
extraida possui bioatividade e 0 método proposto na tese pode ser utilizado como uma

forma alternativa de extracdo de farmacos com baixa solubilidade em agua.
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Capitulo 5 — Conclusoes
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Este trabalho esta centrado na proposta de um método alternativo de extracdo da
artemisinina a partir da Artemisia annua L. Esta molécula apresenta um potencial enorme
no tratamento da maléaria, mas a sua baixissima solubilidade em &gua limita a sua
dissolucdo e biodisponibilidade. De modo a melhorar esta caracteristica foram estudados

liquidos i6nicos e sais como potencias hidrétropos.

Os resultados mostraram o excelente efeito hidrotropico dos liquidos idnicos, com
destaque para [Chol][Sal], [P4444]Cl, [C4C1im][SCN] e [C4C1im][N(CN)z], sendo que
esse ultimo aumentou a solubilidade da artemisinina em solucao aquosa em até 460 vezes,
sendo comparavel aos melhores solventes orgéanicos identificados. Além disso, 0s
melhores resultados foram encontrados em solugdes aquosas de Na[Sal], onde o aumento
atinge um valor de quase 750 vezes. De uma forma geral, os resultados obtidos suportam
a ideia de que tanto anion quanto cation contribuem para o mecanismo hidrotrdopico de
forma sinérgica. Adicionalmente, o efeito da molalidade dos liquidos ibnicos na
solubilidade da artemisinina foi bem descrito pelo modelo de hidrotropia cooperativa

baseado na teoria de Kirkwood-Buff.

Foi possivel empregar sondas solvatocrémicas para determinar o caracter doador e
aceptor de ponte de hidrogénio das solucGes aquosas estudadas, bem como em termos de
polaridade. Em resumo, nao € possivel afirmar que existe uma regra Unica que dite como
o0 cétion e o anion influenciam nos parametros o, ou 3, € assim cada caso deve ser analisado
separadamente. O parametro n* pode ser associado a regido apolar dos hidrotropos. De
uma forma geral, quando maior for a regido apolar, menor serd o valor desse parametro
em solucéo aquosa. Além disso, 0S sais possuem maior

dipolarizabilidade/polarizabilidade do que os LlIs.

A partir dos testes de solubilidade, foi possivel identificar 5 hidrétropos promissores para
a extracdo da artemisinina de folhas de Artemisia annua L.: CsCi1im][SCN],
[C4C1im][N(CN)2], [Chol][Sal], [P44.44]Cl e Na[Sal]. As extragdes tiveram rendimentos
de até 0,65% (m/m) para solucGes aquosas de [Chol][Sal]. Esse resultado foi melhor do
que o encontrado para extragdo com éter de petréleo (0,38% (m/m)) utilizando Soxhlet
como metodologia. Levando em consideracdo que o contetido de artemisinina em folhas
de Artemisia annua L. variam entre 0,01 e 1,4% em massa, esses resultados sdo bastante

promissores.
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Os resultados de extracdo também evidenciaram que tanto o cation quanto o anion afetam
na extragdo do composto alvo. No entanto, dentre os LIs utilizados, a solu¢do aquosa de
[P4,4.44]Cl apresentou maior valor de e menor eficiéncia de extracdo. De uma forma
geral, os melhores resultados de extracdo foram com as solucGes aquosas dos hidrétropos

que apresentam uma capacidade aceptora de ponte de hidrogénio mais moderada.

Foi utilizada a metodologia da superficie de resposta (RSM) com o objetivo de identificar
0s parametros de processamento mais significativos e otimizar as condi¢fes operacionais
para obter altos rendimentos de extracdo para soluc@es aquosas de [Chol][Sal] e Na[Sal].
Em geral, os dois hidrétropos testados apresentaram condi¢fes 6timas de extragdo em 35
°C, 80 minutos e concentracdo em torno de 2,4 mol/Kgsoucio. Nessas condicdes, 0S
rendimentos de extracdo foram 0,68 e 0,64% em massa para solu¢fes aquosas de Na[Sal]

e [Chol][Sal], respectivamente.

Por fim, a atividade antimalarica dos extratos produzidos com Na[Sal] e [Chol][Sal] foi
avaliada. Os resultados indicam que todos os extratos produzidos com solugbes aquosas
de hidrétropos possuem atividade contra o parasita causador da malaria. Porém, o fato da
ART pura necessitar de uma concentracdo mais elevada para atingir metade do efeito
maximo de inibi¢do (ECso) do que os extratos em solucéo do LI e do sal, indica que as
solucdes aquosas dos hidrotropos extraem outros compostos da Artemisia Annua L. que

também possuem atividade antimalarica e estdo agindo de forma sinérgica.
Sugestdes para trabalhos futuros

e Ampliar a gama de cations e anions dos liquidos idnicos para o estudo da
hidrotropia, bem como avaliar a influéncia da temperatura no processo, com o
intuito de enriquecer a base de dados dessa série de solventes.

e Desenvolver metodologias para quantificar outros compostos presentes no
extrato, procedendo a eventuais fracionamentos para avalicdo de atividade
antimalérica.

e Simular os processos de extracdo e purificacdo da artemisinina recorrendo a
simuladores comerciais.

e Estudar a citoxicidade dos liquidos i6nicos visando a sua aplicagdo conjunta com

artemisinina no tratamento da malaria.
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Apéndices

A. Propriedades dos compostos utilizados no desenvolvimento experimental.

Tabela A 1. Identificacdo, CAS, fornecedor e pureza dos reagentes quimicos usados neste
trabalho.

Pureza
Composto CAS Fornecedor
(%)
Tiocianato de 1-butil-3-metilimidazdlio 344790-87- )
_ lolitec 99
[C4C1im][SCN] 0
Tosilato de 1-butil-3-metilimidazolio 410522-18- _
_ lolitec 99
[C4C1im][TOS] 8
Cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio )
) 79917-90-1 lolitec 99
[C4Ci1im]CI
Dicianamida de 1-butil-3-metilimidazolio 448245-52- _
_ lolitec 99
[C4C1im][N(CN)2] 1
Cloreto de tetrabutilfosfonio ]
2304-30-5 Sigma 99
[P4,4,44]Cl
Cloreto de tetrabutilamdnio _
1112-67-0 Sigma 99
[Na,4.44]Cl
Galato de colina Sintetizado
[Chol][Gal] nesse
trabalho
Salicilato de colina Sintetizado
[Chol][Sal] nesse
trabalho
Vanilato de colina Sintetizado
[Chol][Van] nesse
trabalho
Salicilato de sddio _
54-21-7 Sigma 99.5
Na[Sal]
Tiocianato de sddio
540-72-7 Fluka 98
Na[SCN]
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Dicianamida de sédio

1934-75-4 Sigma 98
Na[N(CN2)]
Bicarbonato de colina _ 80% em
78-73-9 Sigma )
agua
Acido galico 149-91-7 Merck 99.5
Acido Salicilico 69-72-7 Acofarma 99
Acido vanilico Acros
121-34-6 ) 97
Organics
Acetato de etila VWR
141-78-6 _ 99
Chemicals
Metanol Fisher HPLC
67-56-1 -
Scientific grade
Acetonitrila Fisher
75-05-8 o 99
Scientific
Acetona VWR
67-64-1 _ 99
Chemicals
Etanol Fisher
64-17-5 - 98
Scientific
Etileno glicol 107-21-1 Fluka 99
Polietileno glicol 400 Acros
25322-68-3 ) 99
PEG 400 Organics
Diclorometano Fisher
75-09-2 S 99.9
Scientific
Eter de petr6leo 8032-32-4 Panreac PA
Artemisinina .
63968-64-9 Kang Biothec 99
ART

84



B. Sintese e caracterizacdo de liquidos idnicos a base de colina

Galato de colina, [Chol][Gal] — s6lido branco (99% de pureza)

H NMR (300 MHz, D;0): & 7.08 (s, 2H, H-2 e H-6), 4.01 (ddd, J = 6.8, 5.3, 2.8 Hz, 2H,
NCH,CH,0H), 3.47 — 3.39 (m, 2H, NCH2CH,0H), 3.13 (s, 9H, N(CHs)3)). 3C NMR (75
MHz, D20): § 174.63 (s, COO), 144.28 (s, C-3 e C-5), 135.61 (s, C-4), 127.95 (s, C-1), 109.31
(s,C-2eC-6),67.25 (s, NCH2CH20H), 55.45 (s, NCH2CH>0H), 53.84 - 53.47 (m, N(CH3)3).
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Figura B.1. H-NMR e *C-NMR do [Chol][Gal].
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Salicilato de colina, [Chol][Sal] — liquido levemente amarelado, viscoso (98% de pureza).
'H NMR (300 MHz, D;0): & 7.89 — 7.80 (m, 1H, H-6), 7.47 (ddd, J = 8.2, 7.3, 1.8 Hz,
1H, H-4), 6.98 (tdd, J = 6.0, 4.9, 2.3 Hz, 2H. H-3 e H-5), 4.03 (tdd, J = 6.8, 6.3, 3.7 Hz,
2H, NCH,CH,0H), 3.57 — 3.30 (m, 2H, NCH2CH,0H), 3.14 (s, 9H, N(CH3)3). 13C NMR
(75 MHz, D20) 6 175.13 (s, CO0), 159.56 (s, COH-2), 134.03 (s, C-4), 130.40 (s, C-6),
119.33 (s, CCOO0-1), 117.67 (s, C-5), 116.24 (s, C-3), 67.46 — 67.06 (m NCH,CH,0OH),
55.43 (s, 2H, NCH2CH>0H), 53.89 — 53.47 (m, N(CHa)3).

'H NMR/ [Chol][Sal]
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Figura B.1. *H-NMR e **C-NMR do [Chol][Sal].
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Vanilato de colina, [Chol][Van] — sélido marrom (99% de pureza).

'H NMR (300 MHz, D20): 6 7.53 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2), 7.46 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H,
H-6), 6.99 — 6.90 (m, 1H, H-5), 4.12 — 3.98 (m, 2H, NCH,CH->0H), 3.91 (s, 3H, OCHj3),
3.48 (dd, J = 5.9, 4.0 Hz, 2H, NCH,CH,0H), 3.17 (s, 9H, N(CH3)3).1*C NMR (75 MHz,
D20): & 174.93 (s, COO0), 147.76 (s, COH-4), 146.66 (s, COCHz-3), 128.59 (s, CCOO-
1), 123.02 (s, C-6), 114.70 (s, C-5), 112.99 (s, C-2), 67.30 (s, NCH.CH20H), 55.61 (d, J
=18.3 Hz, NCH2CH>0OH), 55.51 (OCHs3), 53.92 — 53.55 (m, N(CH3)3).
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Figura B.2. 'H-NMR e **C-NMR do [Chol][Van].
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C. Dados experimentais de solubilidade

Tabela C 1. Solubilidade de artemisinina (ART) e desvio padrdo em solventes

convencionais puros e misturas aquosas a 30 °C.

Solvente:agua Solubilidade da ART (mg/L) *10
(V/v) Etilenoglicol PEG400 Etanol Acetona
100:0 4,452 + 0,164 27,499 + 0,495 38,236 + 2,100 237,843 + 42,930
50:50 0,242 + 0,006 0,709 + 0,039 3,986 + 0,042 7,239 £ 0,003
350 ] 25°C
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Figura C.1. Comparacdo de dados de solubilidade de ART em acetona a 25 e 30°C.
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Tabela C 2. Solubilidade da artemisinina (ART) e desvio padrdo em solugdes aquosas de

hidrétropos a 30°C.

Solubilidade da ART

Hidrétropos Fracdo massica S/So
(mg/L) £ o
0,100 190,109 + 3,844 3,075
0,201 299,494 + 3,381 4,844
0,250 326,244 + 44,700 5,276
0,301 357,459 + 37,375 5,781
0,352 476,240 + 28,601 7,702
[C4Caim]CI 0,402 488,552 + 2,668 7,902
0,451 670,276 + 104,457 10,841
0,502 1284,295 + 72,280 20,771
0,598 1555,167 £ 79,026 25,152
0,696 1923,222 + 85,739 31,105
0,796 2019,412 + 16,260 32,661
0,101 360,612 + 2,501 5,832
0,199 1298,876 + 55,895 21,007
0,299 3097,722 + 29,575 50,101
0,395 5760,567 + 365,767 93,168
0,502 8457,814 + 1093,365 136,791
[C4C1im][N(CN)2]
0,605 13242,919 + 890,431 214,183
0,700 17594,587 + 656,735 284,564
0,799 24825,922 + 2493,801 401,519
0,898 28495,650 + 195,884 460,871
1,000 20774,594 + 2386,041 335,995
0,103 326,651 + 3,742 5,283
0,197 1115,137 + 28,183 18,036
0,301 2813,469 + 32,538 45,503
[CACHimI[SCN] 0,394 6179,586 + 269,163 99,945
0,497 10418,759 + 403,110 168,507
0,542 10804,994 + 55,328 174,753
0,593 11430,772 + 443,866 184,874
0,699 14988,066 + 1327,442 242,408
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0,800 19084,822 + 1263,014 308,666

0,100 371,440 + 10,084 6,007
0,199 789,256 + 8,249 12,765
0,280 1339,609 + 26,372 21,666
[C4C1im][TOS] 0,397 2876,068 + 278,869 46,516
0,505 4349,128 + 62,348 70,340
0,599 4144,780 + 111,557 67,035
0,696 3832,581 + 376,886 61,086
0,099 289,423 + 5,041 4,681
0,202 751,081 + 20,142 12,148
0,301 1465,968 + 13,175 23,710
Chollisal] 0,402 2226,105 + 13,018 36,004
0,450 2520,695 + 121,250 40,768
0,549 8338,126 + 18,449 134,856
0,602 16658,520 + 1661,490 269,425
0,797 16755,570 + 1557,480 270,994
0,100 277,323 + 4,740 4,485
0,200 568,299 + 28,280 9,191
0,299 1583,610 * 77,420 25,612
[Chol][Gal] 0,399 2226,287 + 101,809 36,007
0,445 1167,811 * 16,424 18,887
0,497 663,056 + 6,816 10,724
0,565 681,925 + 17,740 11,029
0,099 248,115 + 2,900 4,013
0,199 436,727 +7,129 7,063
Chollpvan] 0,299 822,033 + 16,411 13,295
0,397 1134,671 % 27,101 18,351
0,448 1535,111 + 12,365 24,828
0,585 2055,774 + 48,601 33,249
0,101 153,931 + 0,086 2,490
PassdC 0,294 1304,236 + 23,392 21,094
0,202 572,736 + 33,944 9,263

0,382 5725,620 + 213,426 92,603




0,497 9765,519+ 408,784 157,941
0,549 12708,255 + 445,147 205,535
0,596 18669,953 + 1738,644 301,956
0,696 18441,866 + 1053,105 298,267
0,735 16634,802 + 392,535 269,041
0,099 151,557 + 7,776 2,451
0,198 367,744 + 8,236 5,948
0,294 913,101 + 40,445 14,768
[N4.4,44]Cl 0,401 1947,625 + 132,582 31,500
0,498 2337,228 + 84,436 37,801
0,600 2750,279 + 16,279 44,481
0,683 2754,054 + 271,515 44,542
0,018 72,705 + 1,626 1,176
0,050 97,412 + 5,120 1,575
Na[N(CN)2] 0,099 128,240 + 7,440 2,074
0,149 154,160 + 5,320 2,493
0,198 164,210 + 3,685 2,656
0,020 70,392 + 2,919 1,138
0,053 92,776 + 5,661 1,500
Na[SCN] 0,109 136,085 + 4,535 2,201
0,204 189,072 + 8,407 3,058
0,302 216,413 + 9,637 3,500
0,399 184,115 + 5,086 2,978
0,051 267,444 + 2,465 4,325
0,100 553,094 + 9,630 8,945
afsal 0,196 2187,754 + 34,073 35,383
0,302 8870,420 + 372,642 143,465
0,397 24517,330 + 590,720 396,528
0,497 46417,860 + 416,940 750,734
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Tabela C 3. Parametros do modelo de hidrotropia cooperativa para a solubilidade da ART
em solucdes de hidrétropos.

Hidrotropo m b (S/S0) max
[C4C1im]CI 1,509 3,202 40,410
[C4C1im][N(CN)2] 1,664 3,097 554,782
[C4C1im][SCN] 1,961 4,593 342,498
[C4C1im][TOS] 1,849 6,316 84,030
[Chol][Sal] 2,281 5,947 294,389
[Chol][Gal] 5,099 21,442 38,350
[Chol][Van] 1,006 0,145 393,027
[P44.44]Cl 2,503 6,962 349,891
[Ns,444]Cl 2,296 7,784 47,549
Na[N(CN);] 1,328 4,189 3,211
Na[SCN] 1,486 4,905 4,189
Na[Sal] 2,027 1,896 11443,294
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Figura C.3. Dados experimentais de solubilidade para (a) [C4C1im]CI;

(b)

[C4C1im][N(CN)2]; (c) [CaCi1im][SCN]; (d) [CaCiim][TOS]; (e) [Chol][Sal]; (f)
[Chol][Gal]; (g) [Chol][Van]; (h) [P4444]Cl; (i) [Nas44]Cl; () Na[N(CN)z]; (k)
Na[SCN]; (I) Na[Sal] ajustados utilizando o modelo de hidrotropia cooperativa (linhas

tracejadas).

94



D. Dados experimentais dos parametros solvatocromicos

Tabela D 1. Parametros solvatocrémicos para as solucfes aquosas de hidrotropos a 25°C.

Hidrotropos Fracdo massica a ] n*

0,045 1,358 0,197 +0,019 1,289 + 0,005

0,087 1,361 0,247 + 0,006 1,296 + 0,005

) 0,133 1,348 0,274 £ 0,011 1,298 £ 0,004
[C4Caim]ClI

0,173 1,339 0,301+0,010 1,298 + 0,005

0,347 1,286 0,398 + 0,009 1,300 £ 0,001

0,516 1,202 0,457 £0,024 1,257 £ 0,008

0,0517 1,363  0,211+0,007 1,289 + 0,005

0,1029 1,333 0,273 £ 0,008 1,281 £ 0,005

) 0,1554 1,324 0,310+ 0,021 1,264 £ 0,013

[C4Caim][[N(CN2)]

0,2059 1,294  0,330+0,024 1,250 + 0,008

0,4094 1,221 0,382 + 0,007 1,210 £ 0,004

0,6107 1,120 0,425+0,009 1,165+ 0,001

0,049 1,362 0,195+0,011 1,289 + 0,005

0,099 1,338 0,218 + 0,021 1,292 + 0,007

_ 0,149 1,336 0,239+0,013 1,287 + 0,005

[C4C1im][SCN]

0,199 1,324  0,265+0,003 1,280 + 0,005

0,394 1,254  0,283+0,024 1,250+ 0,012

0,588 1,152 0,303 £ 0,019 1,183 £ 0,001

0,077 1,383  0,199+0,007 1,331+ 0,005

0,153 1,393 0,261 + 0,015 1,333 £0,016

) 0,232 1,400 0,367 £0,007 1,288 + 0,006

[C4C1im][TOS]

0,309 1,400 0,400+0,009 1,267 +0,001

0,621 1,397 0,527 £ 0,042 1,152 £ 0,018

0,913 1,352 0,696 + 0,029 1,030 £+ 0,006

0,061 1,223  0,146+0,012 1,338 + 0,006

0,121 1,213 0,139+0,004 1,374+0,011

0,181 1,174 0,136 £ 0,001 1,374 £ 0,011
[Chol][Sal]

0,243 1,107 0,142 + 0,001 1,382 + 0,001

0,482 1,112 0,239 + 0,036 1,347 £ 0,009

0,724 1,494 0,353 £0,001 1,217 £ 0,001
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0,076 1,371 0255+0,017 1,329 +0,006

0,152 1,347 0,349+0,013 1,338+0,017

0,220 1,320 0,424+0,001 1,284 +0,001

[Payayers] C1 0,244 1,288  0,465+0,023 1,254 % 0,042
0,443 0,703  0,963+0,001 1,039 + 0,001

0,588 1,206 0588+0,009 1,157 +0,001

0,874 1,125 0,687 +0,027 1,122 +0,006

0,071 1,195 0,230+0,030 1,317 +0,001

0,141 1,192 0,335+0,001 1,333 +0,023

NesadC 0,212 1,168  0,394+0,001 1,317 +0,001
0,283 1,130 0,462+0,001 1,284 +0,001

0,556 0942 0,622+0,008 1,183 +0,001

0,792 0616 0,876 +0,001 1,087 + 0,006

0,022 1,367 0,157+0011 1,296 + 0,006

0,045 1,361 0,139+0,018 1,317 +0,001

Na[N(CN2)] 0,065 1,360 0,150+0,012 1,325+0,012
0,084 1,359 0,130+0,013 1,350 + 0,001

0,170 1,351 0,097 0,007 1,403 + 0,006

0,023 1,371 0,136+0,003 1,300 + 0,001

0,042 1,372 0,140 £0,007 1,288 % 0,041

Na[SCN] 0,060 1,375 0,129+0,000 1,325+0,012
0,080 1,375 0,118+0,011 1,358 +0,012

0,160 1,379  0,098+0,002 1,415 +0,001

0,239 1,377 0,046+0,000 1,478 +0,001

0,040 1,366  0,106+0,019 1,362 + 0,006

0,080 1,367 0,090+0,027 1,407 +0,011

Nafsal] 0,120 1,356 0,093+0,009 1,454 +0,011
0,160 1,341 0,102+0,018 1,466 + 0,006

0,321 1,307 0,127 £0,027 1,502 % 0,022

0,478 1,264 0,220+0,012 1,466 % 0,017
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E. COSMO-RS

agua

p(c)

1 1
-0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04
ole/A?]

Figura E. 1. Perfil sigma da agua.
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Figura E. 2. Perfil sigma para os LIs baseados em CI".
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Figura E. 4. Perfis sigma para 0s sais.
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F. Extracdo da ART utilizando soluc¢des aquosas de hidrdtropos

Tabela F 1. Rendimento de extracdo (%m/m) da ART + ¢ com solucgdes aquosas de

hidrétropos a 30°C e 90 min.

Concentracao (mol/kgsolugao)

Hidrétropo
2.00 3.00
Na[Sal] 0,56 £ 0,05 0,64 £ 0,07
[Pa4,4,44]ClI 0,29 + 0,02 0,52+0,11
[C4C1im][[N(CN2)] 0,57 £ 0,02 0,63+0,01
[C4Caim][SCN] 0,58 £ 0,01 0,67 £0,01
[Chol][Sal] 0,55+ 0,01 0,67 £0,03
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G. Metodologia de superficie de resposta

Tabela G 1. Planejamento fatorial 22,

X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

Tabela G 2. Niveis codificados das variaveis independentes usadas no planejamento
fatorial.

-1,682 -1 0 1 1,68
Temperatura (T, °C) 21,54 27,00 35,00 43,00 48,44
Extracdo time (t, min) 29,54 50,00 80,00 110,00 130,40

Concentracéo (C,

0,12 0,60 1,30 2,00 2,48
m0|/kgsolugé0)
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Tabela G 3. Resultados experimentais nas diversas condi¢fes avaliadas.

Rendimento de

Experimento T (°C) t(min) extracdo (wt,%0)
(mol/Kgsolugo)
Na[Sal] [Chol][Sal]
1 27,00 50,00 0,60 0,19 0,16
2 43,00 50,00 0,60 0,29 0,25
3 27,00 110,00 0,60 0,24 0,22
4 43,00 110,00 0,60 0,31 0,27
5 27,00 50,00 2,00 0,55 0,48
6 43,00 50,00 2,00 0,59 0,52
7 27,00 110,00 2,00 0,58 0,54
8 43,00 110,00 2,00 0,61 0,54
9 21,54 80,00 1,30 0,48 0,34
10 48,44 80,00 1,30 0,51 0,42
11 3500 29,54 1,30 0,47 0,33
12 35,00 130,40 1,30 0,52 0,46
13 35,00 80,00 0,12 0,07 0,07
14 35,00 80,00 2,48 0,68 0,64
15 35,00 80,00 1,30 0,48 0,43
16 35,00 80,00 1,30 0,51 0,43
17 35,00 80,00 1,30 0,47 0,41
18 35,00 80,00 1,30 0,50 0,40
19 35,00 80,00 1,30 0,50 0,43
20 35,00 80,00 1,30 0,48 0,42
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(3)[Chol][Sal] (Mol/Kgyion)(L) 29.5223

(2)time (min)(L)

[Chol][Sal] (mol/kgsyuion)(Q) -4.49393

AT (L) 4.175796
T (@)
time (min)(Q)
1Lby3L

1Lby2L

2Lby3L

Figura G.1. Gréafico de Pareto para os principais efeitos padronizados no planejamento
fatorial para o rendimento de extragdo de artemisinina com solucgdes de [Chol][Sal]. A
linha vertical indica a significancia estatistica dos varios efeitos.

(3)Na[Sal] (Mol/kgsoution)(L) 24.08706 1

Na[Sal] (Mmol/kgsoiution)(Q)
OTCOL 3.024078

(2)time (min)(L)
1Lby3L

time (min)(Q)
T(OQ

1Lby2L

2Lby3L

Figura G.2. Gréfico de Pareto para os principais efeitos padronizados no planejamento
fatorial para o rendimento de extragdo de artemisinina com solugdes de Na[Sal]. A linha
vertical indica a significancia estatistica dos varios efeitos.
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Figura G.3. Relacdo entre os valores de rendimento de extracdo observados e preditos
pelo planejamento para o [Chol][Sal].
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Figura G.4. Relagdo entre os valores de rendimento de extragcdo observados e preditos
pelo planejamento para o Na[Sal].
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