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RESUMO

Os contaminantes emergentes tém despertado grande atencdo nos Ultimos anos devido ao
incipiente conhecimento dos seus efeitos adversos ao homem e ao ambiente, e a dificuldade de
monitoramento, uma vez que aparecem em baixas concentracfes nestas matrizes. Dentre as
diversas classes desses poluentes destacam-se os farmacos. No ambito dos medicamentos mais
consumidos no Brasil, destaca-se o Acido Acetilsalicilico (AAS), e seu principal metabolito, o
Acido Salicilico (AS). O presente trabalho teve como principal objetivo estudar o
comportamento de particdo do AAS e do AS em Sistemas Aquosos Bifasicos —SAB’s formados
por um polimero (ou copolimero), sal e agua, a fim de possibilitar uma futura aplicagdo desta
técnica na extracdo/pré-concentracdo desses analitos a partir de amostras ambientais. Foram
avaliadas, de forma univariada, o efeito das seguintes variaveis sobre o coeficiente de Particdo
(K) do AAS: comprimento da linha de amarracdo (CLA) do SAB; pH do meio; tipo de eletrdlito
e tipo de polimero formador do sistema. Todas as varidveis apresentaram grande efeito sobre o
comportamento de particdo do AAS, sendo obtido um K maximo de 952 (+ 323) para 0 SAB
formado por PEO1500 + LiSO4 + H20 em pH = 1,0. Além disso, foi realizado também um
estudo multivariado das condicbes Otimas de particio do AS atraves de um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) ajustado por uma Funcdo de Desejabilidade. Foram
avaliados os efeitos das varidveis concentracdo de polimero (PEO1500) e concentracdo de sal
(Li2SO4) formadores do SAB e o pH da agua utilizada no preparo do sistema. Os termos lineares
das variaveis concentracdo de PEO1500 e Li2SO4 e a interacdo entre as mesmas apresentaram
um efeito estatistico significativo ao nivel de 95% de confianca, enquanto o pH ndo apresentou
impacto significativo sobre a particdo do analito. Por fim, a Funcdo de Desejabilidade indicou
um sistema Otimo para particdo do AS composto de 29,06 % m/m de PEO1500 e 11,94 % m/m
de LiSO4 em pH 6.1; sob essas condi¢des o valor esperado para K era de £ 940. Oito réplicas
desse sistema reportaram um valor real de K =949 (+ 147). Portanto, os SAB’s apresentaram
altos valores de K para os analitos estudados, possibilitando uma futura aplicacdo para a pre-

concentracdo destas espécies a partir de amostras ambientais.

Palavras-chave: Poluicdo ambiental, Farmacos, Acido Acetil Salicilico, Sistema Aquoso
Bifasico.






ABSTRACT

Emerging contaminants have attracted great attention in recent years due to the incipient
knowledge of their adverse effects on man and the environment, and the difficulty of
monitoring, since they appear in low concentrations in these matrices. Among the several
classes of these pollutants, the drugs stand out. Among the most consumed drugs in Brazil, we
can mention Acetylsalicylic Acid (ASA), and its main metabolite, Salicylic Acid (SA). The
main objective of this work was to study the partitioning behavior of AAS and AS in Aqueous
Biphasic Systems (ABS’s) formed by a polymer (or copolymer), salt and water, in order to
enable a future application of this technique in the extraction / concentration of these analytes
from environmental samples. The effect of the following variables on the partition coefficient
(K) of the ASA: length of the tie line (CLA) of the ABS was evaluated univariate; pH of the
medium; type of electrolyte and type of polymer forming the system. All variables had a great
effect on the partitioning behavior of ASA, obtaining a maximum K of 952 (+ 323) for ABS
formed by PEO1500 + Li2SO4 + H20 at pH = 1.0. In addition, a multivariate study of the
optimal SA partition conditions was carried out through a Rotational Central Compound Design
(RCCD) adjusted by a Desirable Function. The effects of the variables polymer concentration
(PEO1500) and concentration of salt (Li2SO4) forming the ABS and the pH of the water used
in the preparation of the system were evaluated. The linear terms of the concentration variables
of PEO1500 and Li,SO4 and the interaction between them had a significant statistical effect at
the 95% confidence level, while pH had no significant impact on the analyte partition. Finally,
the Desirability Function indicated an optimal system for partitioning the AS composed of
29.06% m / m PEO 1500 and 11.94% m / m Li 2SO 4 at pH 6.1; under these conditions the
expected value for K is £ 940. Eight replicates of this system reported a real value of K =949
(£ 147). Therefore, ABS’s presented high values of K for the studied analytes, making possible
a future application for the pre-concentration of these species from environmental samples.

Key words: Environmental Pollution, Drugs, Acetyl Salicylic Acid, Biphasic Aqueous

System.
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1 INTRODUCAO

Os contaminantes emergentes Sao espécies cujo interesse em estudos ambientais tem
crescido exponencialmente nos Ultimos anos devido aos avancos em diversos segmentos
industriais e aos precérios sistemas de tratamento de efluentes empregados na maioria das
regides do pais (BRASIL, 2014). Um contaminante emergente pode ser definido como
uma substancia ou um microrganismo cuja ocorréncia no ambiente foi constatada recentemente,
cujos efeitos, em sua totalidade, ainda permanecem imprecisos. No que se refere a grande
variedade desses poluentes, estes tém sido divididos em diversas classes como forma de
direcionar estudos e padronizar as a¢Oes remediativas. Algumas das classes investigadas s&o 0s
agrotoxicos; o0s produtos de higiene pessoal como shampoos, sabonetes e demais congéneres;
os plastificantes; e os farmacos (RICHARDSON; TERNES, 2011).

No contexto dos farmacos, os indices de crescimento do setor farmacéutico no Brasil
demonstram uma forte expansdo do consumo de medicamentos no pais. Entre 2007 e 2013, o
Brasil saltou da 10° posicdo para 6° no mercado farmacéutico mundial e a estimativa € de que
em 2017 o pais chegue ao 4° lugar, ficando atras apenas de Estados Unidos, China e Japdo. No
Brasil existem cerca de 80 mil farmacias, distribuidas sem critérios geograficos ou
epidemioldgicos, com forte apelo mercadologico e sob influéncia direta de grandes redes
farmacéuticas, além do altos indices de automedicacdo por parte dos brasileiros (NOVATO,
2015).

Dentre os Varios tipos de farmacos, destacam-se aqueles de amplo espectro de acdo,
como € o caso dos anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES), sendo o acido acetilsalicilico
(AAS) um dos principais medicamentos dessa classe. Com propriedade analgésica, antipirética
e anti-inflamatoria, o AAS é usado para o alivio de dores e de quadros febris. Entretanto, o AAS
possui um quadro amplo de efeitos colaterais, sendo alguns desses: (1) desencadear
broncoespasmo e crises de asma; (2) eleva a tendéncia de sangramentos durante e apoés
intervengdes cirdrgicas, inclusive cirurgias de pequeno porte como extracBes dentérias; (3)
reduz a excre¢do do &cido Urico, podendo desencadear crises de gota em pacientes predispostos
(ANVISA, 1999).

Quimicamente, 0 AAS é um pé branco cristalino e inodoro. Possui uma massa molecular
de 180,15 g/mol; densidade relativa de 1,4 g mL1; pontos de fusdo e ebulicdo de 135 °C e 140
°C, respectivamente; solubilidade em agua de 0,3 g 100 g* (a 25 °C), solivel em alcool e éter.

Trata-se de um composto organico de fungBes mistas, possuindo um grupo funcional acido
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carboxilico e um grupo éster (FOGACA, 2016). A estrutura molecular do AAS encontra-se na

Figura 1.

Figura 1 — Estrutura molecular do Acido Acetil Salicilico.

o OH

o) CHs

T

O

O principal metabdlito do AAS é o Acido Salicilico (AS), sendo esse um hidroxiacido
de massa molar 138,12 g molt. Este composto é encontrado na forma de pé cristalino de cor
branca, solivel em &gua e muito solivel em etanol e éter. O AS é um &cido organico com pKa
= 3,0, enquanto 0 AAS possui pKa = 3,5 (E SA, 2006). A estrutura molecular do AS esta

representada na Figura 2.

Figura 2 — Estrutura molecular do Acido Salicilico.
OH (0]

OH

O fato destes compostos atingirem corpos d’agua através de sistemas precarios ou
mesmo inexistentes de saneamento urbano oferecem riscos aqueles que possuem
hipersensibilidade aos mesmos, mesmo quando presentes em baixas concentracdes nos
efluentes. Assim, considerando tanto o risco clinico quanto abaixa concentracdo desses analitos
nos reservatorios naturais, faz-se necessario a busca por métodos de separacdo e pré-
concentracdo destas moléculas e seus metabolitos em leitos d’agua. Neste contexto, o Sistema
Aquoso Bifasico (SAB) apresenta-se como uma alternativa viavel e ambientalmente segura.
Para avaliar a capacidade de aplicacdo do SAB para este fim é necessario, a principio, realizar
estudos do comportamento de particdo desses analitos (LACERDA et al., 2009; PATRICIO et
al,, 2011).
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Sob certas condicdes termodinamicas de temperatura, pressdo e concentracdo, os SAB’s
podem ser formados a partir da mistura de uma solucdo aquosa de um polimero com uma
solucdo aquosa de um eletrélito, ou de duas solugdes aquosas de polimeros quimicamente
distintos, ou ainda pela mistura de um solugdo de um sal inorganico com um liquido ibnico,
entre outras combinacdes de solugdes aquosas de espécies imisciveis entre si como solucdes de
diferentes surfactantes e etc (RODRIGUES et al., 2010). Em um sistema composto por
Polimero/Eletrolito, aposaagitacdo da mistura, o sistema se separa em duas fases, apresentando
uma fase superior (FS) normalmente rica em polimero (menos hidrofilica) e pobre em eletrélito
e uma fase inferior (FI) rica em eletrolito (mais hidrofilica) e pobre em polimero, sendo ambas
as fases majoritariamente constituidas por &gua. A representacdo esquemdtica do sistema

formado por Polimero + Sal + Agua esta demonstrada na Figura 3.

Figura 3 - Representagdo esquematica do preparo de um SAB.

:> Alta concentragio de Polimero e baixa de Sal.
FI Alta concentraciio de Sal e baixa de Polimero.

Turvagdo Separacdo

Fonte: Autor.

O SAB dispbe de varias caracteristicas que o alocam dentro dos principios da quimica
verde, pois as substancias utilizadas podem ser reaproveitadas, sdo biodegradaveis, atdxicas e
ndo sdo inflamaveis. Esta técnica apresenta vantagens como baixo custo, facil expansdo para a
escala industrial e possibilidade de reutilizagcdo dos constituintes. Além disso, 0 SAB é formado
majoritariamente por agua, o que permite gque uma ampla faixa de analitos sejam analisados
sem que os mesmos tenham suas principais funcbes alteradas (DA SILVA; DA SILVA;
PAGGIOLI, 2005).
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O SAB tem sido utilizado na separacédo, pré-concentracdo (RODRIGUES et al., 2010)
e purificacdo (ASENJO; ANDREWS, 2012) de diversos analitos organicos (ASENJO;
ANDREWS, 2012), biomoléculas (EVERBEG et al, 2006; FREIX et al, 2006), corante
(MAGESTE etal., 2009) e ions (LACERDA et al., 2009; PATRICIO etal., 2011).

Variaveis como pH, composicdo do sistema, natureza do eletrélito formador do SAB,
natureza e massa molar do polimero, bem como a temperatura, afetam o comportamento de
particdo de analitos no sistema (POWELL; KERBY; ROWELL, 1990).

Desse modo, neste trabalho foram investigados os comportamentos de particio do AAS
e seu metabolito AS em SABs, 0s quais foram aplicados pela primeira vez para

extracdo/particdo destas substancias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o comportamento de particdo do Acido Acetilsalicilico -AAS e do Acido
Salicilico -AS em sistemas aquosos bifasicos formados por um polimero (ou
copolimero), eletrolito e agua, visando a pré-concentracdo desses analitos para possivel

desenvolvimento de um método analitico.

2.2 Objetivos Especificos

» Avaliar o efeito da mudanca univariada dos seguintes parametros nos equilibrios

envolvidos no processo de transferéncia de fase do AAS:

comprimento da linha de amarragdo (CLA);
pH do meio;

composicdo global dos SAB’s;

D NN NI N

natureza quimica do eletrdlito (Li2SO4, Na2SOs4, MgSOs, Na2CsHsOs €
NazCsHs07) formador do SAB;
massa molar do polimero (PEO1500 e PEO 4000);

v’ natureza quimica da macromolécula (L64 ou PEO).

<

> Auvaliar o efeito da mudanca multivariada, através de Delineamento Composto Central
Rotacional, dos seguintes parametros nos equilibrios envolvidos no processo de

transferéncia de fase do AS:

v’ concentracdo do polimero formador do SAB;
v’ concentracdo do sal formador do SAB;
v" pH do meio.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Contaminantes Emergentes

Contaminantes emergentes ou poluentes emergentes sdo substancias potencialmente
toxicas, das quais pouco se sabe sobre seus efeitos no meio ambiente. Como muitas dessas
substancias ndo estdo inseridas em normativas ou legislacbes de controle ambiental ficam as
mesmas excluidas dos programas de monitoramento de rotina pelos 6rgaos de meio ambiente e
salde (MOREIRA; GONCALVES, 2011).

Essas substancias estdo presentes em diversas atividades humanas e consequentemente
nos produtos de consumo humano e veterinario, tais como, farmacos, produtos de higiene
pessoal, retardantes de chamas, surfactantes, metabolitos, aditivos industriais, aditivos de
gasolina, pesticidas, entre outros (ARIAS, 2013). O impacto ambiental que os contaminantes
emergentes causam fica evidente quando se observa que, atualmente, 60 milhGes de substancias
quimicas sdo conhecidas e registradas. Nos Estados Unidos sdo sintetizadas de 1200 a 1500
novas substancias por ano, em escala industrial, sdo produzidos aproximadamente 3000
compostos que correspondem a algo em torno de 500 toneladas, de todo esse volume, menos
de 45% foram submetidos a algum tipo de teste ecotoxicoldgico e nem 10% foram testados
considerando efeitos deletérios em organismos (KRAMER, 2017).

Ainda sdo incipientes 0s conhecimentos sobre os efeitos negativos que 0s contaminantes
emergentes podem causar, mas o maior problema ja constado é que, quando entram em contato
com 0s seres vivos podem ter acdo no sistema enddcrino, ou seja, alteram toda a resposta
hormonal do corpo, e por isso sdo também conhecidos como interferentes endocrinos. Um
exemplo notorio aconteceu na déecada de 90, quando pesquisadores americanos observaram que
em regides dos Estados Unidos com grande influéncia de urbanizacdo havia um desequilibrio
de machos e fémeas emalgumas espécies de peixes. A esse problema foi relacionada a presenca
dos interferentes enddcrinos, como os hormdnios sexuais femininos, que eram lancados através
dos esgotos na regido. Os horménios agiam nos peixes machos tornando-os assexuados e em
alguns casos fazendo com que eles comegassem a owular (KRAMER, 2017). Portanto,
necessario se faz destacar e alertar para os possiveis efeitos negativos sobre as futuras geracgdes,
justificando assim, a importancia que tem sido atribuida as substancias capazes de atuarem
sobre o sistema endocrino (MOREIRA; GONCALVES, 2013).

A emergéncia atribuida a caracterizacdo dos efeitos negativos dos contaminantes

emergentes tém contribuido para que novas metodologias de monitoramento ambiental sejam



31

desenvolvidas. O desenvolvimento de equipamentos cada vez mais sensiveis tém possibilitado
a obtencdo de resultados analiticos mais confidveis e reprodutiveis para o entendimento dos
processos toxicoldgicos e ecotoxologicos (MOREIRA; GONCALVES, 2013).

Entre os contaminantes emergentes, destaca-se os farmacos pela grande variedade de
novos medicamentos sintetizados todos os anos, atrelando-se a esse fato, o alto consumo dos

Mesmos.

3.2 Mercado farmacéutico brasileiro

Considerado um dos setores industriais mais importantes do mundo, a industria
farmacéutica tem como objetivo fundamental a producdo de medicamentos. A visdo do setor
farmacéutico como um mercado global teve seu inicio no fim do século XIX, com um grande
crescimento a partir dos anos de 1920, devido a intensificacdo da pesquisa cientifica aplicada a
industria e a producdo em maior escala. Uma vez que a expectativa e a qualidade de vida da
época eram limitadas, existia uma imensa demanda por medicamentos, encontrando o mercado
farmacéutico um ambiente favoravel para o seu desenvolvimento. Como consequéncia de um
mercado altamente dindmico devido ao surgimento de novas doencas e a cura ainda nao
estabelecida de tantas outras, exigia-se constantemente desse setor, atividades de pesquisa e
desenvolvimento, e fortes acdes de apelo comercial (DUARTE et al., 2015).

No Brasil, o surgimento e o desenvolvimento da indUstria farmacéutica se deu entre o
fim do periodo Monarquico e a formagdo do Estado brasileiro (DUARTE et al., 2015). Ainda
sob o reinado de Dom Pedro Il, o doutor Jodo Daudt Filho, fundador do laboratorio Daudt
Freitas & Cia em Santa Maria no Rio Grande do Sul, registrou seu primeiro produto em 1894,
a Bora Boracica, uma pomada cicatrizante (DAUDT, 2017). No mesmo ano da proclamacdo da
Republica do Brasil, em 1889, foi realizado o primeiro recenseamento da industria farmacéutica
sendo catalogadas 35 empresas no setor, sendo predominante, as de aspectos familiares
(BERMUDEZ, 1995). Comaestruturacdo do Estado brasileiro, o mesmo incentivou a producao
de soros, vacinas e medicamentos, a fim de tratar questdes de saude pudblica e de promover
praticas sanitarias de prevencdo e de combate a doencas infectocontagiosas, como malaria,
febre amarela entre outras doencas comuns em paises tropicais. Com a intensificacdo do ciclo
do café, no inicio do XX, a populagdo brasileira cresceu vertiginosamente, devido as ondas de
imigracdo e ampliacdo do processo de urbanizacdo, que provocaram aumento no ndmero de
doencas e epidemias, causadas pelas péssimas condicGes de higiene dos navios e corticos da

época (DUARTE et al, 2015). Com a evolucdo vagarosa, mas constante da indUstria
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farmacéutica nacional, surgiram trés instituicbes responséaveis pela fabricacdo de medicamentos
de origem biologica (soros e vacinas), vegetal e mineral e que ainda se mantém como empresas
de altissima importancia nacional, séo elas: 1) O Instituto Butantan que, inicialmente produzia
soro antiofidico e vacinas contra a peste e, ainda hoje, configura grande produtor de vacinas,
sendo referéncia global na area; 2) O Instituto Manguinhos (atual Fundacdo Oswaldo Cruz —
Fiocruz), destinado a produzir soro e vacinas para o tratamento da peste bubbnica, além de
pesquisas biomédicas; e 3) O Instituto Pasteur de S&o Paulo, referéncia no estudo da raiva, 0
qual foi criado em 1903 como uma instituicdo privada, por um grupo de beneméritos e em 1916,
foi doado ao Governo Estadual (DUARTE et al., 2015; RIBEIRO, 2001). Na década de 1950,
durante o governo do presidente Juscelino Kubitschek e com a abertura do mercado
farmacéutico nacional as empresas estrangeiras, promovida pelos governos militares, o setor
iniciou uma era de considerdvel crescimento e modernizagdo, gerada pela maior concorréncia
e avancos cientificos (DUARTE et al., 2015). Mesmo com as dificuldades inerentes ao mercado
nacional de farmacos como, excesso de regulamentacdo, wvolatilidade da taxa de cambio,
incerteza geopolitica, instabilidade social, etc; a indUstria farmacéutica apresenta, com raras,
anos de alta produtividade e lucratividade (GTHEALTHCARE., 2016).

Analises mercadoldgicas recentes e as projecdes para 0S proXimos anos revelam a
robustez do mercado de medicamentos em meio a crise econdmica brasileira que deu seus
primeiros indicios no fim de 2012. Entre 2007 e 2011, as vendas de medicamentos no varejo
cresceram de forma acumulada cerca de 82,2%, saltando de R$ 23,6 bilhdes para R$ 43 bilhdes,
de acordo com um relatério da Associacdo da Industria Farmacéutica de Pesquisa — Interfarma
(KIHARA et al., 2008). Entre os anos de 2014 e 2015, o setor farmacéutico experimentou um
aumento de 12% no faturamento, representando quase R$ 11 bilhGes faturados durante esse
periodo. No quesito doses comercializadas houve um aumento no de 8,4%, com 0s numeros
passando de quase 115 bilhGes para cerca de 125 bilhGes de unidades. Em relagdo a 2010, o ano
de 2015 teve um aumento no numero de doses vendidas de aproximadamente 57% (BRASIL,
2016).

O ano de 2016 apresentou grandes dificuldades para varios setores da economia, sendo
0 setor farmacéutico uma excecdo. Enquanto a economia brasileira permaneceu em recessao
em 2016, em relacdo a 2015, a expectativa para o setor farmacéutico era de um de crescimento
de 8% em unidades e de quase 15% em faturamento ao longo de todo o ano. Embora o
crescimento seja menor do que a faixa geral de 12% a 15% apresentada em anos anteriores,
ainda assim o setor se mostrou mais resistente do que outros. A previsdo para 0s proximos anos

segue positiva, segundo a consultoria ISM Health, uma das maiores empresas de consultoria do



33

setor farmacéutico, a expectativa é que o mercado movimente R$ 87 bilhdes até 2017. Se a
economia brasileira recuperar parte da sua forca no biénio 2017-2018, o setor pode conquistar
ainda mais mercado (BRASIL, 2016).

3.3 Acido Acetil Salicilico e Acido Salicilico
3.3.1 Acido Acetil Salicilico

O uso de &cido acetil salicilico — AAS como substancia para alivio de dores e febres
trata-se um daqueles casos em que o consumo de um dado produto se difunde silenciosamente
pelo estabelecimento de um habito corriqueiro. Anotacdes datadas de 1.500 a.C., conhecidas
como papiros de Ebers, recomendavam o uso da infusdo de folhas secas de murta para o alivio
de dores reuméticas. Mil anos se passaram e Hipdcrates, o pai da medicina, indicou infusdo da
casca do salgueiro para aliviar as dores do parto e diminuir a febre. Passados centenas de anos
é que se deu nome de salicilato a substancia presente nessas e outras plantas, capaz de aliviar
dores e febre. O nome salicilato deriva-se de salix, denominacdo latina ao grupo de plantas a
que pertence o salgueiro (BAYER, 2016).

A estrutura quimica do AAS foi sintetizada pela primeira vez quando o quimico alemao
Felix Hoffman Kolbe buscava um substituto para o salicilato de sddio, medicamento usado
naquela época no tratamento de artrite, mas que exigia grandes doses didrias e provocava
irritacdo e fortes dores estomacais nos pacientes. A nova droga tinha as mesmas propriedades
do salicilato de so6dio, mas conseguia melhorar a qualidade de vida dos portadores de artrite e
gerava menos efeitos colaterais. Funcionario do laboratério Bayer, os superiores de Hoffman
ndo viam futuro no AAS, mas nascia ali um dos medicamentos mais consumidos no mundo
(MASSABNI, 2006).

O uso comercial em escala global do AAS surgiu com o registro do medicamento
Aspirna. Foi o farmacéutico chefe da “Farbenfabriken Friedrich Bayer & Co.” professor
Heinrich Dreser quem deu o nome de Aspirina® ao AAS: O “A” vem de acetil, a segunda silaba
“spir” faz uma alusdo a Spiraea ulmaria, nome cientifico da planta de onde pode se obter acido
salicilico, e por fim o sufixo “in”, comumente utilizado na época (BAYER, 2016).

A caracterizacdo do AAS o revela como um po branco cristalino e inodoro, de massa
molar 180,15 g mol?!; densidade relativa de 1,4 g mt®; pontos de fusdo e ebulicio de 135 °C e
140 °C, respectivamente. Solubilidade em agua: 0,3 g 100 g* (25 °C), solivel em alcool e éter

(DE TEVES, 2007). O AAS ¢ um composto organico com dois grupos funcionais distintos,
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sendo um grupo funcional &cido carboxilico e um grupo éster (FOGACA, 2016). A estrutura

molecular do AAS esta representada na Figura 4:

Figura 4 - Estrutura molecular do Acido Acetil Salicilico.
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A classificacdo farmacologica do AAS o condiciona ao grupo dos farmacos anti-
inflamatorios ndo-esteroides, com propriedade analgésica, antipirética e anti-inflamatoria. Seu
mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo irreversivel da enzima ciclooxigenase, envolvida na
sintese das prostaglandinas, tendo como consequéncia uma reducdo nos sintomas de inflamagéo
e dor (ANVISA, 1999). Esse mecanismo foi elucidado nos anos 70 pelo cientista britanico John
Vane. O cientista observou que apds alguns tipos de ferimentos havia a liberacdo de substancias
chamadas de prostaglandinas, sendo que dois tipos dessas substancias provocavam febre e
vermelhiddo no local do ferimento como consequéncia do processo inflamatério. Vane e
colaboradores descobriram que o AAS bloqueava a sintese de prostaglandinas, evitando a
formacdo de plaguetas, sendo consequentemente indicado para doencas e indisposicdes
relacionadas ao sistema vascular (MASSABNI, 2006).

O AAS ¢ usado para o alivio da dor e de quadros febris, tais como resfriados e gripes,
para controle da temperatura e alivio das dores musculares e das articulagées. Também é usado
nos distirbios inflamatérios agudos e cronicos, tais como artrite reumatoide, osteoartrite e
espondilite anquilosante. Porém, o ASS possui um quadro amplo de efeitos colaterais, sendo
alguns  desses: (1) desencadear broncoespasmo e crises de asma ou outras reacOes de
hipersensibilidade; (2) levar a um aumento da tendéncia a sangramentos durante e apos
intervencdes cirdrgicas, inclusive cirurgias de pequeno porte, como por exemplo, extracfes
dentérias; (3) mesmo em pequenas doses, 0 AAS reduz a excre¢do do &cido Urico, podendo
desencadear crises de gota em pacientes predispostos; (4) em pacientes que sofrem de
deficiéncia grave de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), o AAS pode induzir a hemolise
ou anemia hemolitica; (5) dose elevada, febre ou infeccbes agudas sdo fatores que podem
aumentar o risco de hemdlise (ANVISA, 1999).
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3.3.2 Acido Salicilico

Mesmo com o uso comum e de longa data das infusbes da casca de salgueiro como
remédio natural para o combate a febre, inflamacdes e dores de um modo geral, somente em
1828 o acido salicilico - AS foi isolado em sua forma pura pelo farmacéutico francés Henri
Leroux e pelo quimico italiano Raffaele Piria. Uma constatacdo & época era a de que o uso oral
de &cido salicilico como substancia antipirética e anti-inflamatéria era eficiente no combate de
febres e dores, porém igualmente agressivo ao sistema gastrointestinal. Com a sintese do AAS
pela conjugacdo do acido salicilico com acetato em 1897 pelo laboratorio farmacéutico Bayer,
obteve-se um composto igualmente eficiente, porém menos agressivo (FONSECA; MEIJIA,
2015).

Com o sucesso no uso do AAS no lugar do AS no combate as dores de um modo geral,
0 AS emsua forma primaria €, atualmente, uma das principais matérias primas da industria de
cosméticos. O AS é fortemente empregado como agente de terapia externa superficial em
tratamentos dermatoldgicos, sendo um dos principios ativos de maior eficiéncia e seguranca
empregados em formulages que tém como objetivo produzir uma lesdo (esfoliacdo) controlada
na pele, para a remocdo de rugas, verrugas, calos e acnes (RAMOS et al., 2005). O AS tem
propriedades queratoliticas (afina a camada espessada da pele) e antimicrobiana (evitando a
contaminacdo de bactérias e fungos oportunistas). E utilizado no tratamento de pele
hiperqueratética (muito espessada), em condicbes de descamacdo como: caspa, dermatite
seborréica, ictiose, psoriase e acne. E caracterizado ainda por ser um regularizador da
oleosidade (PIATTI, 2015).

O AS (acido 2-hidroxi-benzdico) é um hidréxi acido de massa molar 138,12 g mol?.
Tem o aspecto de um po cristalino de cor branca, solivel em agua e muito solivel em etanol e
éter. O AS é um &cido organico com pKa= 3,0, enquanto que, 0 AAS possui pKa = 3,5 (E SA,
2006). A formula estrutural do AS esta representada na Figura 5.

Figura 5 - Estrutura molecular do Acido Salicilico.
OH o]

OH
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As aplicacbes do acido salicilico vao desde o setor farmacéutico como base para a
fabricacdo de AAS (BAYER, 2016); passa pelo setor agricola como um fito hormdnio
secundario e que esta relacionado a abertura de estdmatos, germinacdo de sementes e
principalmente na resisténcia contra o ataque de patdgenos(RIGAZZO et al., 2016; SILVA et
al., 2016); segue pela industria de cosméticos e produtos de higiene pessoal na fabricacdo de
shampoos, sabonetes e cremes de rejovencimento facial, entre outros (PIATTI, 2015;
YOKOMIZO et al, 2013) e; insumo base para a fabricagdo de salicilatos para a indUstria
quimica entre outras areas (CAVALCANTE et al., 2015).

3.3.3 DeterminacgBes analiticas entre 0 AAS e 0 AS

A sintese industrial do AAS é realizada pela acetilagdo do AS utilizando anidrido acético
em meio 4cido. Quando o processo sintético é insatisfatorio, observa-se pequenas quantidades
de AS como impureza na producdo do AAS. O AS, apesar de possuir propriedades
farmacoldgicas semelhantes ao AAS, possui gosto amargo e provoca irritagdes estomacais
(UHDRE; NEZI; ROMERO, 2011). Outro fator a ser analisado é de que as propriedades
farmacocinéticas do AAS revelam que apds a administracdo oral, o mesmo é rapida e
completamente absorvido no trato gastrintestinal e que durante e ap6s a absor¢do, o AAS é
convertido & AS, seu principal metabdlito ativo. O AS é excretado principalmente por via renal
(ANVISA, 1999).

A bioconversdo e a possivel degradacdo do AAS em AS e a consequente disseminacdo
destes salicilatos pelo meio ambiente evidenciam anecessidade da elaboracéo de novas técnicas
e metodologias de determinacdo dessas substancias que possam distingui- las com precisdo, uma
vez que a semelhanca estrutural das mesmas e a facil conversdo entre elas podem distorcer
resultados analiticos.

Atualmente, alguns estudos analiticos com base a determinacdo simultinea e/ou
separacao do AAS e AS veem sendo publicados, além de estudos com base no comportamento
molecular dessas substancias em variados meios. Em seus estudos De Aguiar et al. (2009) teve
como objetivo mostrar a validagdo intralaboratorial de um novo método por cromatografia em
fase liquida para dosar o0 AAS e 0 AS em comprimidos, obtendo resultados melhores, referentes
a adequacdo do sistema, do que a metodologia por cromatografia em fase liquida da
Farmacopéia Americana (USP 30) e vantagens metodologicas sobre a metodologia volumétrica
da Farmacopéia Brasileira. UHDRE, NEZI e ROMERO (2011) avaliaram, qualitativamente, a

presenca de AS em nove produtos a base de AAS utilizando o método “spot test”. Este método
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é baseado na formacdo do complexo de cor roxa intensa entre o AS e ions Fe (l11). Sirok et al.
(2016) desenvolveram um método robusto e sensivel para a deteccdo simultinea de AAS e AS
no plasma humano por meio de cromatografia liquida acoplada a um espectrémetro de massas,
segundo os autores 0 método desenvolvido pode contribuir para a melhoria da determinacdo do
AAS e AS em pacientes sob terapia antitrombdtica e para a reducdo do risco de resisténcia ao
AAS associada a problemas de biodisponibilidade/exposicdo (ndo conformidade, ma
administracdo, ma absorcao).

As técnicas instrumentais de determinacdo de substancias sdo o fundamento central das
analises quimicas, porém outro aspecto igualmente importante quanto a determinacdo analitica
desses farmacos e demais substancias potencialmente agressivas ao meio ambiente estd nas
técnicas de preparo de amostras com énfase para os métodos de pré-concentracdo e extracao,
uma vez que muitos contaminantes estdo presentes nos efluentes, reservas aquaticas
subterraneas e solos em baixas concentracGes. Assim, preparar as amostras para analises
quantitativas e/ou qualitativas por métodos de pré-concentragdo e extracdo sdo fundamentais
para a obtencdo de resultados analiticamente confidveis e reprodutiveis (DE OLIVEIRA etal.,
2008).

Dentre as varias técnicas utilizadas para o preparo de amostras, destacam-se a
microextracdo em fase solida (MEFS), a extracdo por ponto nuvem (EPN) e a microextragao
em fase liquida (MEFL). Diversos trabalhos estdo sendo executados utilizando-se pelo menos
uma dessas técnicas para o preparo de amostras.

A MEFS ¢é uma técnica que se utiliza de bastdo de fibra de silica fundida (fase sélida),
de 110 a 160 pum de didmetro e 10 mm de comprimento recoberto com um filme fino de um
polimero (polidimetilsiloxano - PDMS, poliacrilato - PA ou Carbowax - Cwx) ou de um solido
adsorvente (carvdo ativo microparticulado - Carboxen). O processo de extracdo se da pela
imersdo do bastdo na amostra quando o analito alvo ndo é volatil, quando volatil, o bastdo é
mantido acima do nivel daamostra (modo headspace), sendo 0s compostos volateis adsorvidos
na estrutura solida. Realizada a extracdo, a fibra é retirada da amostra e inserida no injetor do
cromatografo gasoso, onde os analitos sdo termicamente dessorvidos sob fluxo do gas de arraste
e carregados para a coluna cromatografica (DE OLIVEIRA et al., 2008). Queiroz (2009) em
seu estudo sobre microextracdo em fase sdlida para analise de farmacos em fluidos bioldgicos,
concluiu que quando comparada aos metodos convencionais de extracdo, a MEFS apresenta
uma série de vantagens, tais como: a ndo utilizacdo de solvente organico, integracdo da extracao
e da concentracdo do soluto em uma Unica etapa em um dispositivo extrator (de pouca

reutilizacdo) e introducdo deste dispositivo no sistema analitico para o processo de dessorcao.
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A MEFS apresenta algumas limitacdes para andlises de farmacos em fluidos biologicos, tais
como: baixa estabilidade das fases extratoras na presenca de solventes organicos ou em valores
de pH extremos; numero limitado de fases extratoras disponiveis no mercado; e adsorcao
irreversivel dos compostos enddgenos da matriz junto as fases extratoras diminuindo a
eficiéncia do processo de extracao.

A EPN é uma técnica de extracdo/pré-concentracdo que se fundamenta nas propriedades
que apresentam 0s tensoativos ndo-ionicos polietoxilados, quando em temperaturas superiores
acurva de separagdo em ponto critico nos diagramas de fases temperatura-composicdo. Quando
a temperatura do meio ultrapassa os valores desta curva, uma solucdo de tensoativo separa-se
em duas fases isotropicas apresentando um meio turvo. A fase de maior concentracdo em
tensoativo, denominada fase rica, encontrasse em equilibrio com a fase pobre, a qual apresenta
baixa concentracdo de tensoativos. Fisicamente, 0 aumento da temperatura provoca a
desidratacdo do grupo hidrofilico das moléculas de tensoativo, aumentando por consequéncia,
a agregacdo e o tamanho das micelas até que o fendbmeno de separacdo de fases ocorra. Assim,
quando uma solucdo aquosa contendo um composto organico simples ou uma macromolécula
biolégica, pouco solivel em &gua, é adicionada ao meio, o analito em questdo particionara
preferencialmente para a fase rica, devido a sua solubilizacdo nos agregados micelares. Este
fendbmeno pode ser atribuido ao equilibrio entre as interagdes hidrofobicas e eletrostaticas que
ocorre entre os analitos e o sistema micelar. Estabelece-se assim, um equilibrio cujas
caracteristicas dependem da natureza e quantidade de tensoativo, da natureza e quantidade de
analito e da temperatura (DUARTE; CANSELIER, 2005). Faria, Queiroz e Neves (2005)
estudaram o uso da EPN como técnica alternativa para extracdo de residuos de agrotdxicos em
diferentes  matrizes. Pinto, Pavon e Cordero (1995) determinaram  agrotdxicos
organofosforados, tais como metil paration, etil paration, paroxon e feniltrotion, em amostras
de agua de rio, empregando EPN com o surfactante ndo-idnico Triton X-114 antes da analise
por cromatografia liquida com detecgdo eletroquimica. Um fator limitante dessa técnica esta
condicionado aqualquer componente presente na agua que seja capaz de se associar as micelas,
ou de ser dissolvido em seu interior organico, que atua como fase pseudo-organica (FARIA;
QUEIROZ; NEVES, 2005).

Por fim, a MEFL, é uma miniaturizacdo da classica técnica de extracdo liquido-liquido,
cujo os principais objetivos estdo na reducdo darazdo volumétrica entre a fase aquosa (chamada
de doadora) e a fase organica (denominada de aceptora), buscando elevados fatores de
enriquecimento da fase aceptora. Isto pode ser obtido usando tanto fases liquidas imisciveis

(microextracdo em gota suspensa), membranas separando as fases aceptora e doadora (extracdo
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em membrana) e fibras ocas. No geral, as principais variagdes entre essas técnicas estdo na
instrumentacdo e no modo de operacdo, mas o fundamento central esta na imiscibilidade
relativa das fases doadora e aceptora (DE OLIVEIRA et al., 2008). Vérios trabalhos tém sido
publicados utilizando-se da MEFL como técnica de preparo de amostra a fim de extrair e pré-
concentrar farmacos ou poluentes ambientais em amostras biologicas (plasma, sangue total,
urina, entre outras). Pedersen-Bjergaard e Rasmussen (1999) empregaram a MEFL na analise
de amostras de plasma tendo metanfetamina como analito de estudo. Halvorsen, Pedersen-
Bjergaard e Rasmussen (2001) aplicaram a MEFL em sangue total tendo metanfetamina e
citalopram como farmacos alvo, obtendo alta seletividade (livre de interferentes) e com bom
grau de enriquecimento. De Oliveira et al. (2008) desenvolveram um método para analise
enantiosseletiva da hidroxicloroquina e metabdlitos em urina empregando n-octanol como
solvente de extracdo e posterior andlise por Eletroforese Capilar - EC.

Assim como as outras técnicas de extracdo, a MEFL também apresenta algumas
desvantagens. Analitos altamente polares e hidrofilicos sdo dificeis de serem extraidos, sendo
frequentemente necessaria a adicdo de par-ibnico na amostra, sendo essa uma das possiveis
razGes para que farmacos como o AAS e o0 AS ndo sejam pré-concentrados por estas técnicas,
devido aos seus aspectos polares presentes nas suas funcGes organicas (acido carboxilico e éster
no AAS; o radical hidroxila e o &cido carboxilico no AS), o que também vale paras as técnicas
de EPN e MEFS. Além disso, somente solventes com alto ponto de ebulicdo e altamente
insoliveis em agua devem ser utilizados, limitando um pouco a seletividade do método (DE
OLIVEIRA et al, 2008). Além disso, as técnicas que se utilizam de solventes organicos
adicionam as metodologias analiticas a desvantagem dos mesmos, serem em alguns casos,
toxicos efou inflaméveis, além de outros aspectos limitantes, principalmente quando os analitos
de interesse sdo moléculas bioldgicas que possivelmente terdo suas atividades anuladas. Assim,
a busca pela aplicacdo de técnicas analiticas mais limpas (sem o uso de reagentes toxicos,
cancerigenos e/ou mutagénicos) e seguras (sem reagentes inflamaveis, corrosivos ou oxidantes
potentes) estdo em destaque no meio académico pela implantacdo da filosofia da Quimica
Verde.

3.4 Quimica Verde: Uma nova concepcdo para o uso de técnicas e processos quimicos
ambientalmente mais seguros.

Desde a conferéncia em Estocolmo sobre o meio ambiente, em 1972, até os dias atuais,

muito tem se proposto e dialogado sobre seguranca ambiental. Esse encontro teve como marco
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alertar ao mundo para os perigos a curto, médio e longo prazo para o uso irracional dos recursos
naturais bem como o0 aumento Vvertiginoso dos residuos industriais tdxicos, cancerigenos,
mutagénicos e persistentes, entre outros possiveis efeitos negativos causados ao ecossistema e
consequentemente a cadeia alimentar humana. Depois da ECO- 92, uma reunido que contou
com a presenca de 179 chefes de Estado, na cidade do Rio de Janeiro em 1992, foi
convencionado um documento chamado “Agenda 21”. Nesse documento, os lideres presentes
se comprometeram a incentivar e prezar pelo chamado desenvolvimento sustentavel.
Entretanto, uma vez que muitos interesses financeiros sdo impedidos devido a algumas acgdes
que visam restringir o uso irrestrito de areas de preservacao, leitos de rios e reservas minerais;
bem como exigem de empresas e corporagdes 0 uso de parte do seus recursos para a recuperagdo
de areas devastadas, acOes de educacdo ambiental e pesquisa, além de responsabilidade juridica
sobre danos ambientais causados pelas atividades dessas empresas; 0 “lobby politico” tem
dificultado muitas acdes das agendas de seguranca ambiental criadas até aqui (DA SILVA; DE
LACERDA; JUNIOR, 2005)

Em meio atantos tramites burocraticos e jogos de interesses, a comunidade académica
surgiu como uma salvaguarda para a solugdo de alguns problemas ambientais impedidos de
serem resolvidos pelas vias politicas e legais. Na area da quimica e seus diversos ramos
produtivos ha riscos e potenciais causadores de poluicdo, uma vez gque 0S processos muitas
vezes lidam com substancias toxicas, inflamaveis e/ou persistentes e como consequéncia de
sinteses gera-se residuos ainda mais graves (DA SILVA; DE LACERDA; JUNIOR, 2005).
Como parte de suas proposicdes, a Agenda 21 em seu capitulo 30 prop6em a reformulacdo dos
processos para producdes mais limpas e € com base nessa proposicdo que a chamada Quimica
Verde ou Quimica Limpa tem seu papel fundamental como uma nova filosofia de prevencdo
aos danos causados pela industria quimica e seus diversos ramos produtivos. Essa nova forma
de pensar a quimica tem como objetivo desenvolver metodologias e/ou processos que usem e
gerem a menor quantidade de materiais toxicos e/ou inflamaveis possiveis, minimizando 0s
riscos e reduzindo ao méximo a producédo de residuos e consequentemente 0s gastos para trata-
los. A Quimica Verde estd suportada sobre os seguintes principios (ANASTAS; EGHBALI,
2010; DA SILVA; DE LACERDA; JUNIOR, 2005):

1. Melhor prevenir do que tratar residuos quimicos;
2. Otimizar ao maximo a incorporacdo de toda a massa dos reagentes no produto

(Economia Atomica);
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3. Sendo viaveis, as metodologias devem usar e gerar substancias menos toxicas
possiveis;

4. Projetar produtos quimicos com maior eficiéncia no cumprimento de suas
fungdes;

5. Evitar utilizacdo de intermediérios de processo;

6. Optar por métodos de sintese que consumam o0 minimo de energia, dando
atencdo aos que possam ser realizados a temperatura e pressao ambientes;

7. Optar por matéria-prima proveniente de fontes renovaveis;

8. Optar ou planejar por metodologias que ndo requerem derivatizagbes como
grupos de protecéo;

9. Optar pelo uso de catalisadores cada vez mais eficientes;

10. O planejamento dos produtos quimicos deve levar em consideracdo 0 seu
descarte e que os seus produtos de degradacao sejam inofensivos;

11. As metodologias analiticas devem ser desenvolvidas para monitoramento de
processos em tempo real controlando, a principio, a formacdo de substancias
perigosas e;

12. As substancias e a forma como sdo empregadas no processo quimico devem

minimizar potenciais acidentes.

Um dos principais alvos dos estudos envolvendo quimica verde e seguranca ambiental
é o monitoramento da qualidade das aguas, solos, atmosfera, etc. Assim, diversas agéncias de
controle ambiental foram criadas afim de que esses monitoramentos fossem corretamente
executados. Dentre elas, destacam-se a Environmental Protection Agency (EPA) que,
atualmente, é um dos principais 6rgdos de controle ambiental do mundo e, em &mbito nacional,
0 Ministério do Meio Ambiente (MMA), representado pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) (RODRIGUES et al., 2010).

Com o olhar da Quimica Verde, novas técnicas foram incorporadas aos procedimentos
analiticos convencionais com o objetivo de se desenvolver ‘“métodos limpos” de
monitoramento, pré-concentracdo e extracdo. Entre os métodos de extracdo e pré-concentragao
destaca-se 0s Sistemas Aquosos Bifdsicos — SAB por ser um método composto
majoritariamente por agua, o que elimina o uso de solventes organicos no processo de extracdo.
Outras vantagens apresentadas pelos SAB sdo simplicidade; baixo custo; rapido processo de
separagdo de fase e, possibilidade de reciclagem dos componentes do sistema, que em alguns
casos sao biodegradaveis (RODRIGUES et al., 2010).
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3.5 Sistema Aquoso Bifésico
3.5.1 Historico e desenvolvimento do método

O SAB foi relatado pela primeira vez em 1896 quando Beijerinck observou que solugdes
aquosas de gelatina e Agar ou gelatina e amido solivel, misturadas em uma dada faixa de
concentracdes e mantidas sob repouso separavam espontaneamente em duas fases liquidas, com
a fase superior rica em gelatina e fase inferior enriquecida com agar (ou amido), sendo a agua,
0 componente de maior concentracdo em ambas as fases (DA SILVA; LOH, 2006).

Passados mais de 30 anos, Ostwald e Hertel (1929) verificaram que amidos distintos
produziam diferentes diagramas de fase, revelando esses resultados, a influéncia direta que
pequenas variacbes nas interagdes intermoleculares tém sobre as composicOes das fases em
equilibrio. Buscando elucidar uma possivel generalidade do fendmeno de separacdo de fase em
sistemas contendo macromoléculas, Dobry e Boyer-Kawenoki, no final da década de 40,
estudaram a imiscibilidade de um grande nimero de diferentes pares de polimeros, dissolvidos
em solventes organicos ou em solugbes aquosas. Estes constataram que dos 35 pares de
macromoléculas avaliados, apenas 4 ndo produziram sistemas bifasicos, constatando que a
incompatibilidade entre polimeros era um fendbmeno geral (DA SILVA; LOH, 2006;
DIAMOND; HSU, 1992).

Até entdo, todas essas informagdes ndo se encontravam reunidas e aplicadas como um
método analitico de extracdo e separagdo. Porém, todos esses estudos supracitados foram
utilizados por Per-Ake Albertsson, em meados da década de 50, nas suas pesquisas de particio
de proteinas, revelando-se esses sistemas como meios adequados para particdo e purificacdo de
materiais bioldégicos como proteinas e células, pois a dgua € o solvente presente em ambas as
fases e encontra-se como componente em maior concentragdo méssica do sistema. Assim, 0
SAB fornece um ambiente favoravel para biomoléculas evitando que as mesmas sofram
mudangas em suas estruturas e perda nas atividades biologicas por desnaturacdo. Outro fator
positivamente consideravel foi o estabelecimento de um método ambientalmente mais seguro
pela ndo utilizacdo de solventes organicos, que sdo, de um modo geral, tdxicos, cancerigenos
e/ou inflamaveis, caracterizando-se 0 SAB como uma metodologia segura tanto para o meio
ambiente quanto para os manipuladores da técnica (DA SILVA; LOH, 2006).

Atualmente, o SAB ¢ aplicado como método de particdo e concentracdo em uma vasta
gama de analitos, como organelas celulares (BANIK et al., 2003; SANTESSON et al., 2004),
proteinas (HAGHTALAB; MOKTHTARANI; MAURER, 2003), enzimas (FERREIRA etal.,
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2011) antioxidantes (SANTOS et al.,, 2015), DNA (EVERBEG et al., 2006), nanoparticulas
(ALEJANDRO; LING; LYDDIATT, 2007), ions (LACERDA et al.,, 2009; PATRICIO et al.,
2011) e corante (MAGESTE et al., 2009).

3.5.2 Fundamentos dos SAB’s

O SAB éum metodo de extracdo liquido-liquido e baseia-se na imiscibilidade de muitas
solucBes de espécies quimicas que, quando misturadas em uma certa faixa de concentracGes,
separaram-se em duas fases liquidas com composicdes diferentes. Estando as fases em
equilibrio termodindmico, o fendmeno é um exemplo de equilibrio liquido-liquido,
procedimento esse muito utilizado em operagdes industriais de extracdo/separacdo (SMITH;
VAN NESS; ABOTT, 2000). A extracdo liquido-liquido separa componentes de uma solugcdo
submetida ao contato direto com um liquido imiscivel ou parcialmente miscivel (solvente).
Quando o equilibrio é atingido, cada uma das fases conterd concentragGes iguais ou distintas
das espécies particionadas (FOUST et al., 1982).

No que se refere a0 SAB, 0 mesmo pode ser formado pela mistura de duas solugdes
aquosas de polimeros distintos ou pela mistura de uma solu¢do aquosa de polimero e uma
solucdo aquosa de um determinado sal inorganico ou organico, ou ainda, pela mistura de duas
solucdes salinas, sendo que uma delas a base de um liquido ibnico. Assim, sob determinadas
condicOes de concentragdo, temperatura e pressdo, duas fases sdo formadas, o que define o
nome do sistema por bifasico. Essas duas fases apresentam propriedades termodindmicas
intensivas distintas como densidade, indice de refracdo, pressdo e composicdo (MARTINS,
2008). Nos sistemas Polimero-Sal, geralmente, a fase superior (FS) é rica em polimero e a
inferior (FI) em sal, sendo a 4gua o constituinte majoritario em ambas (DA SILVA; LOH,
2006).

A composicdo das duas fases que se encontram em equilbrio €, geralmente,
representada em diagramas de fase a uma temperatura e pressdo constante. Os diagramas podem
assumir uma estrutura retangular ou triangular com as composicdes dadas, geralmente, em
porcentagem massica %(m/m). No caso de um diagrama dado em coordenadas retangulares
(Figura 6) o eixo das abcissas representa a concentracdo de sal e 0 eixo das ordenadas a

concentracdo de polimero.
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Figura 6 - Representacdo esqueméatica de um diagrama de fases retangular para um SAB.

Linhas de Amarracin

=

Regiio Pifasica

Polimero (% m/m)

- - - 3= Linha Binodal

Regido Monofisica

Sal (%% m/m)

Fonte: Autor

O diagrama de fases revela também em quais composices globais os sistemas se
mantém homogéneos ou se separam em duas fases. A separacdo dessas duas regides Ssdo
delimitadas pela Linha Binodal - LB que pode ser determinada experimentalmente por diversos
métodos, sendo os mais empregados o de titulacdo turbidimétrica e andlise das composicfes
das fases (DA SILVA et al., 2006). Assim, quando pontos globais abaixo da LB s&o escolhidos
0 sistema permanece homogéneo, do contrario, pontos escolhidos acima da LB resultardo em
um sistema bifasico, desde que respeitado os limites de solubilidade dos polimeros e eletrolitos
durante o preparo das solugdes aquosas dos mesmos (JUNIOR, 2006). Varios fatores como a
massa molar do polimero, os cations e os anions dos sais, a temperatura e o pH interferem na
forma e angulacdo da linha binodal. A binodal representa também, a composicdo das fases
superior e inferior nas Linhas de Amarracdo — LA (MARTINS, 2008).

As LA’s ligam pontos no diagrama de fase que representam a composicdo das duas
fases em equilibrio, assim, considerando a linha de amarracdo dada pelo seguimento de reta
ABC (Figura 6), o ponto B representa uma dada composicdo global, sendo que o ponto A
fornece a composicdo de polimero-sal da fase superior e o ponto Ca composicdo polimero-sal
da fase inferior no sistema definido pelo ponto B. Além do mais, todos os pontos que se
encontram na regido bifasica e que estejam sobre uma mesma linha de amarragdo geram
sistemas com fases superiores com propriedades termodindmicas intensivas iguais (densidade,
volume molar, entalpia molar, entre outras) e propriedades termodindmicas extensivas
diferentes (massa, volume, etc). Sendo o mesmo principio aplicado as fases inferiores
(CUNHA, 2008; MARTINS, 2008). O ponto Pc, chamado de ponto critico, representa um ponto
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tedrico/hipotético no qual a composicdo e volume das fases superior e inferior séo iguais
(JUNIOR, 2006). Trata-se de um ponto onde néo é possivel distinguir uma fase da outra, pois
as mesmas possuem propriedades termodinamicas idénticas, 0 que confere ao sistema um
estado termodindmico de alta instabilidade, sendo as propriedades alteradas constantemente
(MARTINS, 2008).

Com base no diagrama de fase um outro parametro importante relacionado ao SAB € 0
Comprimento da Linha de Amarracdo — CLA, fisicamente esse parametro mede a diferenca das
propriedades termodindmicas intensivas entre as fases em equilibrio e matematicamente é um
numero calculado que mede a distancia entre os pontos de composicdo das FSe Flem equilibrio
no diagrama de fases (Figura 6). A CLA ¢ calculada em funcdo das diferencas de concentragéo
dos componentes em cada fase do sistema, de acordo com a Equacdo 1 (DA SILVA; LOH,
2006).

pol o sal

CLA = \/(CFS — CITY2 4+ (CES — CI1)? (1)

onde, Cj € Cp,, 80 as concentragdes em massa (% m/m) de polimero das fases superior e

inferior, respectivamente, enquanto que, CZ5 e CF', sdo as concentrages em massa do sal nas
fases superior e inferior, respectivamente.

Quanto maior o valor do CLA, maior sera a diferenca entre as propriedades
termodinamicas intensivas das fases, pois a concentracdo de polimero na fase superior sera cada
vez maior e a concentracdo de sal nessa fase menor, sendo o inverso Valido para a fase inferior.
Assim, como consequéncia, haverd um aumento na eficiéncia de transferéncia do soluto de

interesse para a fase na qual suas interagdes sejam mais efetivas (DE BRITO, 2007).

3.5.3 Coeficiente de Particao

Entre os varios parametros que compdem os estudos e elucidacdes a respeito do Sistema
Aquoso Bifasico, um dos mais importantes é o Coeficiente de Particdo — K. Trata-se de um
parametro termodindmico que indica o sentido preferencial de particdo do analito entre as fases
do sistema. Matematicamente é definido pela razdo entre as atividades (ai) dos analitos
encontrados nas fases superior e inferior, respectivamente. Porem, em se tratando de estudos de
particdo costuma-se empregar o0 analito em baixas concentracOes e nesses casos considera-se

que essa especie esteja sob diluicdo infinita e assim, o coeficiente de atividade sob essa
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condi¢do, empregado para corrigir o valor da concentracdo, tendera a 1 e o valor da atividade
sera aproximado ao da concentragdo. Assim, o coeficiente de particdo € dado pela Equacdo 2
(DE BRITO, 2007):

_ [analito]FS (2)

o [analito]f’

onde, [analito]i™ e [analito]iF' sdo as concentracdes, do analito ‘¢ presente nas FS e FI,
respectivamente.

Todos 0s mecanismos que governam a particdo de um analito entre as fases de um
sistema ndo foram, ainda, completamente esclarecidos. Assim, no intuito de melhor
compreender as forcas que regem a particdo de um soluto no SAB, as conclusdes experimentais
arespeito da particdo séo interpretadas com base em modelos de termodindmica estatistica, no
presente trabalho, o de Haynes et al, extraido da teoria de Flory-Huggins (DE BRITO, 2007).
Em geral, esses modelos foram estabelecidos com aintengdo de descreverem com maior riqueza
de detalhes, os processos dominantes em solucdes poliméricas (DA SILVA; LOH, 2006).

A teoria de rede de Flory-Huggins define as macromoléculas como estruturas lineares e
flexiveis dotadas de segmentos idénticos. Considerando a macromolécula em solucdo, seus
segmentos encontram-se em uma rede tridimensional, onde cada segmento preenche um sitio
da rede e o volume ocupado por cada um desses segmentos s@o iguais aos volumes ocupados
pelas moléculas do solvente, que também ocupam outros sitios na rede (DE BRITO, 2007).

Com base na classica equacdo, A
livre de Gibbs de mistura (A,,;,G) estd em funcdo de uma parcela de contribuicdo entélpica
(A S) (DA SILVA; LOH, 2006). A teoria

de Flory-Huggins define a contribuicdo entalpica através das interacdes intermoleculares entre

misG = A cH—TA,; .S, observa-se que a energia
mis
H) e outra parcela de contribuicdo entropica (A

mis mis

as espécies constituintes do sistema pela ocorréncia de rupturas e formagdes de pares potenciais.
Considera-se também que o reticulo contendo segmentos de macromoléculas e moléculas de
solvente, € incompressivel, tornando possivel o estabelecimento da igualdade entre a variacdo
da entalpia de mistura e a variagdo da energia interna de mistura - A, H = A,,; U, fator esse
considerado na equacdo (3) que define Amis H (DE BRITO, 2007):

mis =N ) ) ity 3
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Sendo N o nimero total de sitios do reticulo, ¢; e ¢; sao as fragdes volumétricas dos sitios

ocupados pelas espécies ‘" e J’, respectivamente. Ja W;;,

advindos da ruptura e formacdo de interagOes intermoleculares.

é a energia total dos pares potenciais

A parcela entropica (4,,;.S) € dada pela Equacéo 4 que revela a dependéncia da variagédo
da entropia de mistura em funcdo da fracdo dos sitios ocupados e do grau de polimerizacdo da
molécula (DE BRITO, 2007):

m
ByisS = —NR Z%ln ¢, 4)
i=1 ¢

sendo Xi, o grau de polimerizagcdo da macromolécula e R a constante universal dos gases.

A Equacdo 4 revela gue a contribuicdo entropica diminui com o aumento do grau de
polimerizacdo da macromolécula, uma vez que as juncbes entre 0s segmentos das
macromoléculas aparecem e tendem a aumentar, além do mais, essas interacbes entre 0s
segmentos reduzem os graus de liberdade dessas macromoléculas (DE BRITO, 2007).

A partir dateoria de Flory-Huggins, Haynes et al., buscaram determinar, mesmo que de
forma qualitativa, as forgas motrizes que levam um analito a particionar preferencialmente para
uma das fases do SAB. Assim, a forgca motriz por traz da transferéncia do analito tem uma
componente entdlpica e outra entrépica (DA SILVA; LOH, 2006; JUNIOR, 2006). A

componente entropica é determinada pela Equagdo 5:

M, FS FI
InK, = 2 (7 - 7) (5)

sendo Ma a massa molar do analito, p o ndmero de sitios do reticulo por unidade de volume
(densidade numérica molecular global do SAB), nfS e nFlsdo os nimeros totais de moléculas

nas fases superior e inferior respectivamente, vFS e V! sdo os volumes das fases superior e

FS FI
inferior respectivamente, as raz()es% e — sdo as densidades numéricas de moléculas

VF
presentes nas respectivas fases.
Em outras palavras, a Equacdo 5 aponta que nos casos em que o efeito entélpico estiver
ausente, o efeito entropico serd preponderante caso ocorra uma diferenca significativa no
nimero de moléculas por unidade de volume, entre as fases superior e inferior. E assim, o

analito particionara preferencialmente para a fase que possuir maior densidade numérica de
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moléculas, o que significa que essa fase oferecera ao analito maiores possibilidades de ser
acomodado de varias maneiras diferentes (DE BRITO, 2007).

Quando, por outro lado, adensidade numérica dos sitios dos reticulos em ambas as fases
¢ amesma e os efeitos entropicos sdo nulos, aparcela entdlpica contribui para o direcionamento
do coeficiente de particio através da Equacdo 6, expressa matematicamente por (JUNIOR,
2006):

m
M
lrlKa = _R_; Z (d)fs - d)fl) Wia
i=1(i=j)

m-—1 m

DI G A A DL )

i=1(i=)) j=i+1(j#i)

sendo todos os termos anteriormente definidos nas Equacdes 3 e 4.

A contribuicdo entélpica para a o particionamento do analito possui dois termos, como
mostra a equacao 6. O primeiro termo representa a variacdo de energia entalpica do sistema
devido a interagdo do analito com todos os componentes formadores dos SAB’s nas duas fases.
Assim, este termo expressa a tendéncia do analito em se transferir para a fase que contém o
maior ndmero de moléculas do componente com o qual possui maior afinidade, isto é, onde ha
maior valor absoluto de Wij (energia total dos pares potenciais) (FRANCISCO, 2006) .

O somatdrio duplo da Equacdo (6) revela a diferenga de energia associada a cada fase
do SAB, devido as variadas interacdes intermoleculares entre as espécies presentes em cada
fase. Esse termo fornece também aentalpia total de formacdo da fase sem o analito, comumente
conhecida como “auto energia” da fase. Assim, ha uma relacdo entre o coeficiente de particao
do analito e a auto energia das fases superior e inferior, uma vez que a transferéncia do analito
para uma das fases esta condicionada ao rompimento e formacdo de interacGes entre as espécies
da fase criando espacos capazes de acomodarem o analito. Como consequéncia disso, 0 analito
se concentrara preferencialmente na fase que possuir maior auto-energia (valor menos negativo
ou mais positivo de Wij) afim de minimizar o excesso de energia livre de Gibbs do sistema,
isto é, na fase em que hd menor interagdo entre os componentes formadores dos SAB’s (DE
BRITO, 2007; FRANCISCO, 2006).

Para 0s casos em que ambos efeitos entalpicos e entrdpicos contribuem simultaneame nte
na particio de um analito, tem-se que o coeficiente de particdo € determinado pela soma dos

termos, como apresentado na equacdo7 (FRANCISCO, 2006):
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3.6 Aplicacdes dos SAB’s

O comportamento de particdo de uma grande variedade de moléculas e particulas tanto
organicas quanto inorganicas vém sendo estudados em SAB’s, revelando a vasta possibilidade
de combinagdes desses sistemas quanto aos analitos que se pretende particionar. Encontra-se
na literatura varios trabalhos a cerca da aplicacao de SAB’s para extra¢do e/ou pré-concentracao
de moléculas organicas, como exemplificado na Tabela 1.

Tabela 1 — Moléculas organicas extraidas e/ou pré-concentradas em SAB's.

Biomolécula SAB Referéncias
Cafeina PEO + Na2SO4 (SAMPAIQ et al., 2016)
Lipase PEO + K2POs (PADILHA; ALEGRE;

TAMBOURGI, 2010)

Bromelina PEO + K2PO4 (FERREIRA etal., 2011)
o-Lactoalbumina e PEO + Na3CsHsO7 (KALAIVANI; REGUPATHI, 2015)
B-lactoglobulina
Amaranto e Tartrazina PEO + (NH4)2SO4 (HUDDLESTON et al., 1998)
Ribose, Xilose e Glicose PEO + Na2SO4 (ZHOU et al., 2014)

Através das caracteristicas estruturais de um determinado analito, pode-se inferir em
algumas situacdes qual a tendéncia de particionamento do mesmo entre as fases de um sistema.
Mageste et al., (2009) estudaram o particionamento do corante natural Carmim de Cochonilha
em SAB’s e constataram que a maior particdo do corante para a fase superior, rica em polimero,
estd diretamente relacionada as interagbes entalpicas especificas entre o carmim e as
macromoléculas poliméricas.

Em seus estudos sobre a particdo do acido lactico em SAB’s, Gargano et al. ( 2016)
através de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) obtiveram um sistema 6timo
composto de 14% de PEO 1500, 11,5% de Na2SO4 em pH 4,5 obtendo valores de K entre 1,26

a 2,17; apesar desses baixos valores de K, o SAB se revelou como mais uma alternativa
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economicamente viavel e segura para a recuperacao e purificacdo desse que € um dos &cidos
mais utilizados pela industria quimica, farmacéutica e de alimentos.

A possibilidade de se utilizar o SAB como método de separacdo evidencia-se no
trabalho de Oliveira, Abreu e Pess6a Filho (2007), onde 0s mesmos estudaram o
comportamento de proteinas em sistemas aquosos bifasicos formados por carbamato de aménio
e 0s copolimeros-bloco F38 ou F68, visando a utilizacdo desses sistemas em processos de
purificacdo. Os autores obtiveram o0s coeficientes de particdo das proteinas albumina de soro
bovino, lisozima, o-lactoalbumina, B-lactoglobulina, quimotripsina e y-globulina em sistemas
de diversas composicGes. Os resultados mostraram que este parametro variou nas faixas de 0,1
a 0,8 para a albumina de soro bovino, 0,5 a 2,0 para a lisozima, 1,0 a 2,5 para a a-lactaloumina,
0,1 a 1,0 para a B-lactoglobulina e 0,3 a 1,0 para a y-globulina. Assim, de acordo com as
propriedades estabelecidas para cada sistema como a temperatura, o0 tamanho da cadeia
polimérica e o comprimento da linha de amarracdo, os diferentes valores do coeficiente de
particdo entre valores acima e abaixo de 1 mostra que é possivel separar adequadamente
misturas dessas proteinas, o que estabelece esse sistema como uma alternativa a ser considerada
no planejamento de processos de recuperagéo e purificacdo de bioprodutos.

A utilizacdo do SAB como método de extracdo demonstra bons valores de eficiéncia de
extracdo - EE quando o sistema € adequadamente estabelecido de acordo com as caracteristicas
dos analitos que se deseja recuperar. De Souza et al. (2014) em seus estudos de extracdo de
antioxidantes utilizando sistemas aquosos bifasicos (PEG 1500 ou 8000 + [K2HPO4/KH2PO4])
com liquidos i6nicos - LI (familia dos imidazélios, conjugados com o anion cloreto [Chnmim]Cl
(n=2a8))como adjuvantes obtiveram 6timos resultados de EE do eugenol (99%), em sistemas
contendo [C6mim|CI; para o propil galato, a EE foi completa (100%) independentemente da
presenca ou ndo de LI, exceto quando aplicado o [C8mIm]CI.

Portanto, considerando todas as possibilidades de combina¢fes de solugdes poliméricas
quimicamente distintas, ou combinacfes entre solucdes poliméricas e solugbes de sais
organicos ou inorganicos, bem como de liquidos iénicos, solugdes de surfactantes ou outras
espécies quimicas que ao terem suas solugbes misturadas formem sistemas bifasicos ; conclui-
se que além do fato do SAB ser composto em sua maioria por agua, seu grande leque de
modulacbes em termos de polaridades faz com que essa técnica seja amplamente aplicavel a
particio de inUmeros analitos. Necessario se faz esclarecer que o conhecimento sobre os
mecanismos que regem particionamento das espécies pelo SAB sdo ainda incipientes,

necessitando-se assim de que muitos outros estudos sejam executados com a intengdo ampliar
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com maior riqueza de detalhes as forgas motrizes que coordenam o particionamento dos analitos

entre as fases desses sistemas.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Materiais

Foram utilizados 0s seguintes reagentes para a realizacdo dos experimentos de particao
nos sistemas aquosos bifasicos. Sais Inorganicos: Na2SO4 (99,0 % - Vetec), LizSO4 (99,0 % -
Dindmica), MgSOs (99,0 % - Synth). Sais Organicos: Na2CsH40s (99,5 % - Vetec) e
Na3CeHs07 (99,0 % - Synth). Polimeros: Polietilenoglicol (C2n+2Han+60n+2) de massas molares
1500 e 4000 (Synth); altm do copolimero tribloco L64 ((Polioxido de etileno -
PEO)13(Poliéxido de propileno - PPO)30o(PEO)13- 2,900 g/mol) (Aldrich). Analitos: Acido
acetilsalicilico (CeHgOa4) e Acido salicilico (C7HsO3) (99,0 % - Isofar). Agua deionizada (Mili-

Q) e &cido sulfirico (Dindmica) (para a padronizagdo dos valores de pH).

4.2 Metodologia

Todos os resultados obtidos neste trabalho foram processados por analise
espectrofotométrica em um Espectrofotdmetro/UV-Vis (Varian-Cary 50 Probe), utilizando-se
duas microcubetas de quartzo (1,7 mL), sendo uma utilizada para as leituras de Absorbancia
(Abs) das fases superiores e a outra para as fases inferiores. As analises foram realizadas em

modo varredura entre os Comprimentos de Onda (1) 200 e 800 nm.

4.2.1 Curva analitica

A fim de verificar a relacdo entre os sinais de absorbancia obtidos nas analises
espectrofotométricas e a concentragdo do analito em cada fase, foram construidas curvas
analiticas para o AAS nas fases superior e inferior do sistema PEO 1500 + Li;SO4 + H2O em
pH 6.

Para tanto, preparou-se inicialmente 17,00 g de uma solucdo estoque de PEO 1500 a
55% (m/m) e 36,00 g de uma solu¢do estoque de Sulfato de Litio a21,25% (m/m) com o auxilio
de uma balanca analitica (SHIMADZU AUX 220). Na sequéncia, construiu-se os SAB’s pela
adicdo de 15.88 g da solucdo estoque de PEO mais 34.12 g da solugdo estoque de sal em um
tubo do tipo Falcon. Apos agitacdo e repouso (24 horas), as duas fases (FS e FI) foram separadas

utilizando-se seringas de 10 mL e colocadas em tubos do tipo Falcon de 50 mL.
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Em um tubo pesou-se 0,0018 g de AAS completando a massa final com 1,5 g de FS
anteriormente extraida. Apds a solubilizacdo do AAS diluiu-se a solucdo em 6 vezes,
totalizando 9 g de solugdo com 200 mg Kg* de AAS. Em outro tubo pesou-se 0,0018 g de AAS
completando a massa final com 7,5 de FI. Apds a solubilizagdo do AAS diluiu-se a solugdo em
1,2 vezes, totalizando 9 g de solucdo também com 200 mg Kg! de AAS. O que restou das FS
e FI foram diluidas para 6 e 1,2 vezes, respectivamente, para serem utilizadas como solvente
no processo de diluigdo.

Na sequéncia foram realizadas diluicGes a partir das solugdes contendo 200 mg Kg* de
AAS em tubos Falcon de 10 mL, obtendo-se as seguintes concentragdes: 0, 10, 30, 50, 100, 150
e 200 mg Kg! de AAS. Por fim, leituras de absorbancia nos A de maxima absor¢do (270 =5

nm) foram realizadas em um espectrofotdmetro utilizando-se microcubetas de quartzo.

4.2.2 Estudos de Particdo

Na Tabela 2 estdo dispostos todos os SAB’s utilizados para os estudos de particdo dos

analitos no presente trabalho.



Tabela 2 - Composicdo dos SAB's nos estudos de particdo do AAS e AS.
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Composicdo (% m/m)

SAB Fase Superior Fase Inferior CLA Ref.
Polimero Sal Polimero  Sal (% m/m)
37.27 1.63 6.75 16.18 33.81
42.80 1.16 6.29 17.79 40.12
45.72 0.81 5.84 18.82 43.76
PEO1500 + MgSO4 47.95 0.56 5.34 21.04 47.28
52.24 0.38 4.83 22.70 52.4
32.36 2.84 2.47 15.63 3251
34.51 2.16 2.12 17.77 35.96
PEO 1500 + Na2SO4 37.94 1.95 1.86 19.45 40.10
43.41 1.46 1.03 2171 4697 (MARTINS etal., 2008)
34.44 5.30 6.85 15.54 29.43
39.18 4.15 6.60 16.85 34.97
44.40 3.25 5.91 19.32 4.7
PEO 1500 + Li,SO4 48.38 2.58 5.68 20.63 46.36
53.26 215 5.60 22.12 51.67
28.62 6.60 2.73 19.09 28.74
32.65 551 1.54 21.43 34.95
PEO 1500 + 37.65 4.30 0.90 24.10 41.74
Na2CsHsOp 42.92 3.38 0.85 27.20 48.35
44.25 3.15 0.71 28.15 50.21
25.17 6.35 1.84 18.78 26.43
3231 4.39 0.46 22.29 36.54 (PATRICIO etal. 2011)

PEO 1500 + 37.06 3.02 0.18 24.88 42.87
NasCeHsO7 42.24 213 0.01 28.28 49.67
45,63 1.70 0.01 30.29 53.84
35.96 352 2.63 14.69 35.15
41.02 278 2.70 16.67 40.76

PEO 4000 + Li,SO4 45.48 2.25 3.24 18.22 45.16 (CARVALHO et al., 2007)
50.42 1.79 4.35 19.22 49.26
23.40 5.07 2.09 7.95 215
32.08 414 1.12 8.48 31.26

L64 + Li,SO4 35.77 4,01 0.56 9.50 3564  (RODRIGUES etal., 2009)
41.72 3.27 0.41 10.01 41.86
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A execucdo dos experimentos de particdo dos analitos encontra-se esquematizado de

forma sucinta na Figura 7.

Figura 7 - Esquema da metodologia de execucdo dos experimentos com SAB's.
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A execucdo de todos os experimentos seguiu um roteiro de 4 etapas como representado
na Figura 7. Na primeira, prepara-se as solucbes de polimero e eletrlito nas concentracdes
indicadas para cada sistema (Tabela 2). Na sequéncia, em um béquer, solubiliza-se 0.0100 g (~
0,14%) do analito em 7,00 g da solugdo de polimero anteriormente preparada. Por fim, os
sistemas sdo construidos, sendo um tubo referente ao Branco (sistema sem adicdo de analito)
composto de 3,00 g dasolugdo pura de polimero e 3,00 g da solucdo de sal, e mais dois sistemas
(tubos) em duplicata com a adi¢do de 3,00 g da solucdo de polimero contendo o analito e 3,00
g da solucdo de sal. Apds agitacdo manual por 1 minuto dos tubos, os mesmos foram deixados
em banho termostatizado (MA 184 - Marconi) a 25 °C por 24 horas. Os tubos utilizados nessa
etapa foram previamente preparados pela perfuracdo de um pequeno orificio na parte lateral
proximo ao fundo dos mesmos, sendo esses furos vedados com cola de silicone. Essa
metodologia teve como objetivo impedir que ao se extrair cada umas das fases ocorresse
contaminacdo entre elas.

Na segunda etapa, recolhe-se as fases e transfere-se as mesmas para outros tubos, onde

subsequentemente sdo diluidas. Quando o AAS é o analito, as fases superiores sdo diluidas em
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6 vezes, por outro lado, quando o analito é o AS, as fases superiores sdo diluidas em 50 vezes,
em ambos 0s casos, as fases inferiores sdo diluidas em 1,2 vezes.

Na terceira etapa realiza-se as leituras das Abs no espectrofotdmetro, nos A entre 270
5 nm para 0 AAS e 295 + 5 nm para 0 AS.

Com aobtencdo dos sinais de absorbancia, a quarta etapa se da com analise e tratamento
dos dados realizando sobre os mesmos os calculos de K através da equagéo 2:

_ [analito]FS
[analito]F!

2)

4.3 Efeito da variagdo dos parametros termodindmicos no comportamento de particdo do
AAS.

4.3.1 Efeito da variacdo do cation formador do SAB

Osestudos de variacdo dos cations formadores dos sistemas foram realizados utilizando-
se alguns sais de sulfato, a saber: MgSOs, Na2SO4 e LiSO4. Os sistemas foram formados
seguindo-se os procedimentos expressos pela Figura 7. Para esses estudos foram utilizados, o
PEO 1500 como polimero formador do sistema e 0 AAS como analito de particdo, estando a
agua utilizada como solvente no preparo do SAB em pH =6,0. Para o sistema formado por PEO
1500 + Na2S04 + H20 foram possiveis o0 estudo em apenas 4 valores de CLA, isso porque, no
quinto valor de CLA estabelecido pela Tabela 2, a solubilidade do sal se mostrou incompleta

para que o sistema fosse formado.

4.3.2 Efeito da variacdo do anion formador do SAB

Nos estudos de variagdo dos anions formadores dos sistemas foram testadas as
influéncias dos anions dos sais organicos citrato de sodio (NazCsHsO7) e tartarato de sddio
(Na2C4H40s), e acrescentou-se a esses estudos o resultado obtido para sal inorganico Na2SOa.
Os experimentos foram executados seguindo-se 0s procedimentos expressos pela Figura 7. O
PEO 1500 também foi utilizado como polimero formador do sistema e 0 AAS como analito de

particdo, estando a 4gua em pH 6.
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4.3.3 Efeito da variacdo do polimero formador do SAB

Nos estudos de variagdo dos polimeros formadores dos SAB’s foram observadas as
relacbes entre as massas molares dos polimeros PEO 1500 e PEO 4000, ou seja, nesse caso
manteve-se a mesma natureza quimica das espécies poliméricas no meio, observando a
influéncia da variacdo da massa molar. Em uma expansdo do estudo, foi verificada a variagao
no comportamento de particdo do AAS quando a natureza quimica do polimero foi alterada,
nesse caso, adicionando-se um sistema formado pelo copolimero tribloco L64. Todos os
sistemas foram preparados utilizando-se os procedimentos da Figura 7. O Li,SO4 foi utilizado
como o sal formador do sistema, sendo que a &gua utilizada como solvente na execucdo dos
experimentos foi padronizada para o pH 6,0. Outro fator a ser considerado nesses experimentos
foi o fato de que para os sistemas formados pelos polimeros PEO 4000 e L64 ndo foi possivel
obter os 5 valores de CLA, isso porque, no quinto valor de CLA estabelecido pela Tabela 2, as

solucbes dessas macromoléculas ndo se solubilizaram por completo.

4.3.4 Efeito da variagcdo do pH do SAB

O efeito do pH da agua utilizada como solvente para o preparo das solugdes foi realizado
considerando os valores de pKa do AAS e do AS, a saber, pka = 3.5 e 3,0, respectivamente. O
sistema padrédo para esse estudo foi 0 composto de PEO 1500 + Li2SO4 + H20 nos diferentes
valores de pH 1,0; 3,5; e 6,0; seguindo-se os procedimentos da Figura 7 para a construcdo dos
mesmos. Oportuno se faz esclarecer, a respeito desses estudos, € que as consideracdes acerca
das variag6es nos valores de K dos analitos devido as alteracbes nos valores de pH sdo baseadas

apenas no valor de pH da 4gua padronizada utilizada na construcdo dos sistemas.

4.4 Efeito da variacdo dos parametros termodinamicos no comportamento de particdo do

AS por Delineamento Composto Central Rotacional — DCCR

Os estudos univariados tiveram como objetivo elucidar e ampliar a compreensdo de
como o coeficiente de particdo do AAS € alterado seguindo as varia¢fes nas caracteristicas dos
sistemas. Enquanto isso, o estudo multivariado teve como objetivo observar se houve e 0 quéo
relevante foram as relacdes de interacdo entre as varidveis independentes do SAB na particdo

do AS e, assim, encontrar e validar um sistema O6timo, tendo o coeficiente de particdo como
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resposta das andlises. Para tanto, foi empregado o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) como ferramenta estatistica de analise multivariada.

O DCCR foi executado através do programa Statistica 12®, em um procedimento com
3 variaveis independentes, sendo essas, a concentragdo de Li2SO4 (v1), a concentragcdo de PEO
1500 (v2) e o pH (v3) da agua utilizada na construcdo dos sistemas. O estudo envolveu 8
tratamentos nos pontos fatoriais, 6 nos axiais e 4 nos pontos centrais. Cada variavel
independente foi estudada em 5 niveis (-1,68; -1; 0; 1; 1,68), cujo valores codificados e reais

encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Relacdo entre valores codificados e reais das variaveis independentes do DCCR.
Niwis []Sal (om/m) (M) []PEO (%om/m) (\2) pH (\3)

-168 10,42 20,65 05
-1 10,77 22,43 1,71
0 11,28 25,04 35
1 11,79 27,65 5,28
1,68 12,14 29,43 6,5

Para uma melhor interpretacdo do DCCR, foi aplicada a funcdo de Desejabilidade, que
tem como objetivo determinar as melhores condicbes de ajuste de processo, tornando possivel
a otimizacdo simultdnea de multiplas respostas. Com isso, as melhores condicdes das respostas
foram obtidas simultaneamente, minimizando-se, maximizando-se ou buscando-se valores
nominais de especificacbes, dependendo da situacdo mais conveniente para 0 metodo
(PIMENTA et al., 2014). Assim, através da aplicacdo da funcdo de Desejabilidade, buscou-se
estabelecer quais os valores gque maximizariam as variaveis independentes do SAB para

maxima particdo do AS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para adquirir os dados a partir das medidas espectroscOpicas, foram analisadas as
absorbancias nos comprimentos deonda de méxima absorgdo dos analitos AAS e AS para
cada sistema, considerando as variaches existentes entre cada SAB com diferentes
polimeros, eletrdlitos e os valores de pH formadores dos mesmos, bem como as diferentes
composicbes das fases. Espectros dos analitos podem ser observados nas Figuras 8 (aeb) e
9(aeb).

Figura 8 — Espectro eletromagnético de absorcdo molecular do (a) ASna FS e do (b) AS naFlI.
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Figura 9 - (a) Espectro eletromagnético de absorcdo molecular do (a) ASSna FS e do (b) ASS na Fl.
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Nas Figura 8 (a e b) e Figura 9 (a e b) encontram-se 0s espectros de absorcdo molecular
do AS e do AAS em SAB’s compostos de PEO 1500 + LiSO4 + H20 em pH 6,0 com 0,0100
g de analito adicionado em cada sistema. Os sinais analiticos de Abs estdo em fungdo do A,
nestas condicdes o A de maxima absor¢do do AS encontra-se entorno de 295 nm e o do AAS
entorno de 270 nm. Nota-se pela comparacdo dos mesmos que a diferenca nas composicdes das

fases ndo causaram um deslocamento significativo nos valores de A de maxima absorcéo.
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5.1 Curva analitica

A fim de demonstrar uma relacdo linear entre os valores obtidos de absorbancia e a
concentragdo do analito, foram construidas duas curvas analiticas, uma para cada fase do
sistema PEO 1500 + LiSO4 + H2O em pH 6,0. As curvas foram obtidas através da leitura de 7
pontos (0, 10, 30, 50, 100, 150 e 200 mg Kg! de AAS ) no UV-Vis. As curvas analiticas com

0S pontos experimentais e o ajuste do modelo linear estdo representadas nas Figuras (10) e (11).

Figura 10 - Curva analitica do AAS na fase superior do Sistema PEO 1500 + Li»SOs + H-O.
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A curva analitica obtida para 0 AAS na fase superior (Figura 10) do sistema apresentou
uma equacgdo da reta na forma y =-0.0052 + 0.0031 x, com um coeficiente de regressao linear
RZ = 0.99923. Assim, pode-se inferir que o valor encontrado de R2 préximo da unidade

relaciona de maneira linear os valores entre a concentracdo do AAS e os sinais de absorbancia.
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Figura 11 - Curva analitica do AAS na fase inferior do Sistema PEO 1500 + Li»SO4 + HO.
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Jaacurva analitica obtida parao AAS na fase inferior (Figura 11) do sistema apresentou
uma equacdo da reta igual a'y =-0.0087 + 0.0032 x, com um R? = 0.99836, podendo-se afirmar
através do valor obtido de R? que também ha uma relacéo linear entre a concentracdo do AAS
na fase inferior e o sinal de absorbancia.

Outro aspecto importante que pode ser observado atraves das equacfes encontradas para
as FS e Fl é o fato de seus coeficientes angulares serem aproximadamente iguais, com valores
de 0.0031 (£0.0036) e 0.0032 (+ 0.0056) para as FS e FI, respectivamente. Este fato indica que
arelacdo entre a concentracdo do analito e o sinal de absorbancia na equacéo de Lambert-Beer
(Abs = &.b.C) serdo igualmente respeitados em ambas as fases do sistema. Assim, como
consequéncia, pode-se inferir que o coeficiente de particdo seguira também essa relagdo direta
entre concentracdo e absorbancia entre as fases do sistema. Logo, as concentragdes dos analitos
em cada uma das fases do sistema podem ser aproximadas pelos valores de Abs obtidos nas
anélises espectrofotométricas. Assim, a equacao 2 rearranjada para os sinais de Abs das FS e

Fl resulta na equacéo 8:

_ (Abs)™®

= @by ©
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5.2 Estudos de Particéo

Os estudos de particho foram realizados com o intuito de se compreender o
comportamento de particdo do AAS entre as fases dos diferentes sistemas analisados. Quanto
ao AS, os estudos de particdo tiveram como objetivos determinar como a alteracdo simultanea
das varidveis independentes do sistema alteram os valores de K do analito, bem como encontrar
por consequéncia dessas observagdes, a combinacdo de SAB que ira gerar valores maximos de
K para o AS. Assim, buscou-se analisar como a alteragdo de algumas variaveis, sendo essas: 0
cation e anion utilizado na formagdo dos SAB’s; PEO’s de diferentes massas molares;
polimeros de diferentes naturezas quimicas; diferentes valores de pH e CLA; influenciam no

processo de particdo dos analitos nos SAB’s estudados.

5.2.1 Efeito da variacdo do cation formador do SAB

Inicialmente, objetivou-se compreender ainfluéncia davariacdo dos cations formadores
do sistema no coeficiente de particdo do AAS. Assim, na Figura 12 encontram-se 0s resultados
de K para os experimentos em que SAB’s compostos de PEO 1500 em pH 6,0 tiveram variados
0s seus sais constituintes, sendo utilizados os sulfatos de magnésio, sodio e litio como eletrolitos
formadores dos sistemas. Os coeficientes de particdo encontrados estdo em funcdo dos valores

de CLA determinados pelos respectivos trabalhos referenciados na Tabela 2.

Figura 12 — Comportamento de particdo do AAS em SAB's formados por PEO 1500 em pH 6,0 com
diferentes sais de sulfato. (-A- Li2SO4 ; -®- Na2SO4 ; -m- MgSOs).
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Os resultados expressos pela Figura 12 revelam que nas condicbes dos sistemas
supracitados, os coeficientes de particio do AAS em cada SAB seguiu uma ordem crescente
com o0 aumento nos valores de CLA, o que revela uma afinidade do AAS pela fase superior
desses sistemas. O aumento no valor de CLA significa aumentar as distingdes entre as fases
devido ao aumento e reducdo de PEO e SAL na FS, respectivamente; ocorrendo o inverso na
FI (aumento da concentracdo de SAL e reducdo na concentracdo de PEQO). Assim, com o
aumento nas distingdes das fases aumenta-se a particdo do analito para a fase com a qual tenha
maior afinidade.

O sistema composto por MgSO4 apresentou valores de k entre 13.3 (+ 0.0318) e 32.5 (+
3.7), enquanto o sistema com Na2SO4 apresentou os valores de K entre 14.1 (£ 1.5) e 40.6 (=
1.6), salientando que para esse sistema foram possiveis a execucdo de apenas 4 valores de CLA
devido a solubilidade incompleta da solugéo do referido sal. Por fim, o sistema composto de
Li2SO4 resultou em valores de K entre 17.4 (+ 0.1) e 91.4 (£ 4.1). Os maiores valores de K
encontrados para o sistema composto de PEO 1500 com o LizSO4 mostram que este eletrolito
apresenta maior eficiéncia na particdo do analito estudado.

Estes resultados podem ser explicados levando-se em consideragdo os estudos propostos
por Da Silva e Loh (2000), onde os mesmos concluiram que entre sistemas formados por Li2SO4
/Na2S04 com PEO (3350 g mol!) possuem ambientes quimicos diferentes devido a diferenca
de tamanho entre os ions Na* e Li* bem como das suas intensidades de interacdo com as
macromoléculas. Segundo esses autores, os sais de sodio interagem mais fortemente com o
PEO do que os sais de litio e esse fato foi confirmado pelos valores positivos das entalpias de
transferéncia para o Li2SO4 indicando que qualquer interacdo entre os eletrolitos e as
macromoléculas ocorrem seguidos por um aumento na entropia devido a liberagcdo de moléculas
de 4gua que estavam solvatando os cations e os polimeros. Esta interacdo entre os cations e as
macromoléculas seguem a medida que mais eletr6litos sdo adicionados, até um ponto de
saturacdo, apds o qual ndo ha mais ganho de entropia e a separacdo de fase se torna mais
favordvel. Entretanto, é importante ressaltar que essa saturagdo ndo significa saturagdo fisica
dos sitios de ligacdo ao redor o polimero, mas que uma quantidade significativa de eletrolito é
deixada em solucdo, sem interagir com o polimero, desestabilizando o sistema e, portanto,
levando aseparacdo de fases. Assim, considerando o AAS e sua caracteristica tanto apolar (anel
aromatico) quanto polar (grupos éster e acido carboxilico), o mesmo tendera a particionar com
uma intensidade maior para a fase superior desse sistema por esse apresentar uma fase com
caracteristicas anfifilicas mais acentuadas e por conferir ao meio maiores possibilidades de

interacdo e acomodacdo para o analito.
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Ainda buscando a compreensdo tedrica dos dados obtidos experimentalmente, podemos
analisar o presente conjunto de dados pelo trabalho de Haynes e colaboradores. O modelo de
Haynes et al. (1998), abstraido da teoria de Flory-Huggins, ampliaram a compreensdo das forcas
que regem o particionamento de um dado analito entre as fases de um SAB. Tais forcas sdo
compostas de um fator de natureza entalpica e outra entropica. Assim, quando as forcas de
natureza entalpica sdo nulas ou menos efetivas do que as de natureza entrdpica, o coeficiente
de particdo do analito pelo SAB é determinado pela variacdo da entropia associada ao processo

de transferéncia do analito (equacéo 5).

M nFS nFI
InK, = : (ﬁ_ —) ()

VFI

Isso significa que o K do referido analito sera diferente de 1 apenas se o nimero de
moléculas por unidade de volume (n/V) for diferente nas duas fases. Além do mais, a equacdo
5 revela que o analito particionara para a fase cuja densidade numerica de moléculas for maior,
pois nesta fase haverd um maior nimero de formas de distribuir as moléculas espacialmente,
aumentando assim, a contribuicdo da entropia configuracional para a minimizagdo do
parametro termodindmico AmisG (DA COSTA, 2010). Em SAB’s formados pela mistura de
polimero/eletrolito (sendo afase superior rica em polimero e a inferior rica em sal), onde forcas
motrizes de natureza entrOpica atuam de maneira efetiva no processo de particdo, o analito
particionard preferencialmente para a fase rica em sal, visto ser esta a que contém maior
densidade numérica (DA SILVA; LOH, 2006). Portanto, nos casos em que os K’s obtidos
experimentalmente forem menores do que 1 espera-se que as forgcas que estejam dominando na
particdo do analito sdo de natureza entropica.

Por outro lado, quando as forcas de natureza entropica sdo nulas ou menos efetivas do
que as de natureza entélpica, o coeficiente de particdo é regido pelas interacdes entalpicas que

ocorrem dentro do sistema (equacdo 6).

m
M
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Como anteriormente definido, o primeiro termo da equacdo 6 expressa a tendéncia que
0 analito tem de se transferir para a fase onde haja maior concentracdo do componente com 0
qual interaja preferencialmente, isto é, tenha o valor de Wia mais negativo (ou menos positivo).
J& 0 segundo termo da equagdo representa a diferenca de conteudo entalpico de cada fase,
resultante das interacGes entre todos os componentes que formam cada uma dessas regides, ou
seja, a variacdo da energia associada a transferéncia do analito da fase inferior para a superior.
Este termo energético so depende da interacdo que ocorre entre 0s componentes formadores das
fases, ndo levando em consideragdo a interacdo devida ao analito. A dependéncia que o K
possui em relacdo a diferenca entre a energia total das fases superior e inferior surge do fato de
que, durante atransferéncia do analito entre essas fases ha necessariamente a quebra e formacédo
de novas interacGes. Assim, a insercdo do analito na fase superior implica no rompimento de
interacdes entre polimero, sal e 4gua para que ocorra a formacdo de uma cavidade capaz de
alojar o mesmo, além do mais, a saida do analito da fase inferior possibilitara a formacdo de
novas interacdes entre os componentes, polimero, sal e 4gua, que se concentram na fase inferior
(DA SILVA; LOH, 2000). A andlise do segundo termo da equacdo prevé que o analito
particionara para a fase que se encontra num estado termodindmico de maior energia, isto é,
para a fase que gastara menos energia para a formacdo da cavidade (DA COSTA, 2010).

Em sistemas formados por PEO + sal, tem-se que a fase rica em polimero tem o maior
conteudo energético, visto que na fase rica em sal as interacdes do tipo ion-dipolo tornam menor
sua energia. Assim, se o0 comportamento de particdo de um determinado analito for governado
por forcas de natureza entdlpica, o mesmo tende a se concentrar na fase polimérica
(FRANCISCO, 2006). Portanto, quando os K’s obtidos experimentalmente resultarem em
valores acima da unidade, pode-se inferir que as forgas efetivas atuantes na particdo do analito
no SAB sdo de natureza entalpica. Logo, pode-se inferir que nos sistemas estudados com
referéncia a variagdo dos cations formadores dos SAB’s, as for¢as motrizes que direcionam a
particdo do AAS nesses sistemas sdo preponderantemente de natureza entalpica, pois os valores

de K obtidos estdo muito acima de 1.
5.2.2 Efeito da variagdo do anion formador do SAB
Na sequéncia dos estudos, verificou-se a influéncia dos &nions formadores do SAB no

comportamento dos valores de K para o AAS. Assim, na Figura 14 encontram-se 0s resultados

dos experimentos com SAB’s compostos de PEO 1500 em pH 6, utilizando-se 0s sais organicos



68

citrato de sodio (NasCeHsO7)etartarato de sédio (Na2CsH40g) como eletrdlitos formadores dos

sistemas, acrescido do estudo utilizando sulfato de sodio (sal inorganico).

Figura 13 - Comportamento de particdo do AAS em SAB's formados por PEO 1500 em pH 6,0 com
diferentes sais de sodio. (-A- Na2Cs4H4Os; -®- NazCsHsO7 ; -m- Na2S0s).
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Os resultados expressos pela Figura 14 revelam que os coeficientes de particdo do AAS
em cada sistema seguiu também uma ordem crescente nos valores K em funcdo do aumento
nos valores de CLA. O sistema composto pelo sal organico NasCsHsO7 apresentou valores de
K entre 3.83 (£ 0.30) e 41.5 (+ 3.6), 0 SAB composto pelo Na2CsHsOe apresentou valores de
Kentre 5.16 (+ 0.32) e 29.9 (£ 6.1), e valendo-se dos resultados anteriores, 0 sistema composto
pelo Na2SO4apresentou os valores de K entre 14.1 (+ 1.5) e 40.6 (x 1.6). Os resultados revelam
que houve uma maior particio do AAS no sistema formado por sulfato em comparacdo aos
sistemas com anions organicos.

Esse resultado pode estar relacionado ao fato de que entre os 3 sais, 0 sulfato de sodio é
o0 de carater mais polar. Essa implicacdo pode ser reforcada ao analisar o coeficiente de particao
entre os dois sais organicos, onde os valores de K sdo maiores para o citrato de sédio, pois o
mesmo, apesar de ter uma cadeia carbdnica maior, possui mais centros nucleofilicos além de
um maior impedimento estérico entre as cadeias carbonicas, o que resulta em um maior
espalhamento de centros carregados no meio deixando-o menos apolar quando comparado ao
tartarato de sodio. O maior carater apolar do tartarato de sddio comparado aos demais sais
confere a fase inferior um aspecto apolar que compete com o da fase superior o que resulta em
menores valores de K, pois a fase inferior torna-se um pouco mais atrativa para o0 AAS. Em

termos termodindmicos, as forcas de natureza entropica obtém maior efetividade quando as
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espécies formadoras das duas fases guardam maiores semelhancas, o que ocorre em SAB’s
formados por polimero e sais organicos com anions com maiores caracteristicas apolares. Na

Figura 15 encontram-se as estruturas dos anions utilizados neste estudo.

Figura 14 — Estruturas dos anions dos sais de sédio: (a) sulfato; (b) citrato; (c) tartarato.
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Verificada as tendéncias no comportamento de particdo do AAS com as variagdes dos
sais inorganicos e organicos, bem como a diferenca dentro damesma classe desses compostos,
estabeleceu-se 0 sulfato de litioc como o sal de melhor eficiéncia e referéncia para os

experimentos seguintes.

5.2.3 Efeito da variacdo do polimero formador do SAB

O préximo ciclo de experimentos teve como foco observar as provaveis diferengas
causadas nos valores de K do AAS com a variagdo dos polimeros constituintes dos sistemas,
realizando uma comparagéo tanto emtermos de variagdo das massas molares (PEO 1500 x PEO
4000) quanto da natureza quimica dos polimeros (PEO x L64). Assim, na Figura 16 encontram-
se 0s resultados para os sistemas constituidos de sulfato de litio e diferentes macromoléculas,
em pH 6,0.
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Figura 15 — Comportamento de particio do AAS em SAB's formados por Li2SOs4 em pH 6,0 com
diferentes polimeros. (-A- L64; -e- PEO 4000 ; -m- PEO 1500).
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Osresultados expressos na Figura 16 revelam que os sistemas compostos por PEO 1500
apresentaram valores de K entre 17.4 (£ 0.1) e 91.4 (+ 4.1), e os constituidos por PEO 4000
apresentaram Vvalores de K entre 16.8 (+ 1.2) e 53.1 (+ 4.8). Ja os sistemas formados por L64
apresentaram valores de K entre 2.03 (+ 0.41) e 5.30 (1.62).

O aumento da massa molar de um polimero relega ao meio um maior efeito hidrofobico,
assim, seguindo o aumento da massa molar dos polimeros PEO 1500 < PEO 4000 pode-se
inferir que o aumento no coeficiente de particdo do analito se deu por relacdo inversa ao
aumento da massa molar. Portanto, quanto maior a massa molar do polimero menor o
coeficiente de particdo do AAS. Esse comportamento estd de acordo com o efeito do volume
de exclusdo devido a diminuicdo do volume livre disponivel e a reducdo da solubilidade do
analito na fase superior, rica em polimero (DA COSTA, 2010). O volume livre de uma solu¢do
é 0 volume que ndo estd ocupado pelas moléculas, mas que lhes é acessivel através do seu
movimento (CUNHA, 2008). Em uma andlise comparativa, 0s resultados sugerem que o
coeficiente de particdo estd sob o efeito de uma hidrofobicidade relativa, pois em todos os
sistemas até entdo analisados neste trabalho concluia-se que o AAS particionava
preferencialmente para a fase mais hidrofobica (fase superior) do sistema, porém percebe-se
através dos resultados que ha um limite no aumento de hidrofobicidade da fase que favoreca o
particionamento do AAS para essa fase. A reducdo do K do sistema PEO 1500 para o PEO
4000 se da pelo aumento do efeito hidrofobico na fase superior, além do mais, 0 AAS apresenta

um consideravel grau de polaridade em suas moléculas devido aos grupos funcionais &cido
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carboxilico e éster. Sendo assim, o aumento da hidrofobicidade da fase superior induzira o
analito para a fase inferior mais polar.

Em comparacdo ao sistema contendo L64, segue-se as mesmas concepgoes
anteriormente elucidadas para o PEO 4000, com a diferenca que, mesmo o L64 tendo massa
molar menor do que o PEO 4000, o copolimero tribloco possui uma estrutura tridimensional
ainda mais enovelada pela presenca dos grupos polipropilenos nos centros das cadeias, 0 que
confere ao polimero um alto grau hidrofobico, o qual reduz o efeito das forgas entélpicas que
até entdo se mostravam preponderantes no particionamento do AAS, o que pode ser verificado
pelos valores de K proximos de 1, nos sistemas compostos pelo L64.

Estabelecido o sistema composto de PEO 1500 e Li2SO4 como o melhor sistema para a
particdo de AAS, o proximo passo experimental foi verificar a influéncia do pH no coeficiente

de particdo do analito.

5.2.4 Efeito da variagdo do pH do SAB

Sabendo que o AAS tem um pKa de 3,5, foram estudados 3 valores de pH para 0 SAB,
a saber: 1,0; 3,5; 6,0. Quando o sistema esta com o pH igual ao pKa da espécie de interesse,
50% das moléculas do analito estardo na forma molecular e os outros 50% estardo na forma
ionizada. Assim, como o ASS ¢ um acido, em pH’s abaixo do seu valor de pKa as moléculas
estardo em maior quantidade na sua forma molecular, ao passo que ao se igualar o pH do meio
ao valor de pKa ambas as formas coexistirdo em proporcOes iguais, e a medida que se segue
aumentando o valor do pH mais moléculas se encontrardo na forma ionizada. A Figura 17

demonstra a relagcdo da variacdo do pH do meio com a protonagéo e desprotonagdo do AAS.

Figura 16 - Equilibrio das formas molecular e ionizada do AAS quando o pH = pKa.
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Na Figura 18 encontram-se o0s resultados para os experimentos com SAB’s compostos
de PEO 1500 e LiSO4 em diferentes valores de pH. Os valores de pH declarados para esses
sistemas tiveram como base apenas a padronizacdo da dgua de preparacdo dos mesmos, pois a
medida dos valores de pH em ambas as fases apresenta dificuldades instrumentais que
conduziriam a erros consideraveis, uma vez que a FS apresenta alta viscosidade e a FI possui
forca ibnica muito intensa, causando grandes desvios quanto a calibracdo usual aplicada aos

pH-metros.

Figura 17 — Comportamento de particdo do AAS em SAB's formados por PEO 1500 e Li»SOs com agua
em diferentes valores de pH. (-A- pH 6,0; -e-pH 3,5 ; -m- pH 1,0).
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Os resultados expressos pela Figura 18 revelam que para os sistemas em que a agua
estava em pH 1,0, os valores de K do AAS ficaram entre 56.4 (£ 3.5) e 952 (x 323); para 0s
sistemas em que a 4gua de composicdo estava em pH 3,5, os valores de K ficaram entre 21.7 (+
2.1) e 133 (£ 3.5); ja os sistemas em que a &gua de composicdo estava em pH 6,0, os valores de
K permaneceram entre 27.3 (£ 2.5) e 219 (£124.79).

Os maiores valores de K apresentados pelos sistemas em que a agua estava em pH 1,0
revelam que o pH final do sistema estava, provavelmente, abaixo do valor do pKa do AAS.
Assim, pode-se inferir que a maioria das moléculas de AAS estdo na forma molecular e,
portanto, conferem para si um carater mais apolar, seguindo com maior intensidade para a fase
superior do sistema. Para os outros valores de pH percebe-se que a variagdo entre os valores
3,5 e 6,0, pouco interferiram na alteracdo do coeficiente de particdo. 1sso provavelmente se
deve ao fato de que nessas condicdes as fases ficaram com valor de pH acima do pKado AAS.

Neste contexto, a maior parte das moléculas de AAS estdo em sua forma ionizada, e
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consequentemente, a fase inferior passa a ser mais atrativa ao analito, pois a mesma possui alta
concentracdo eletrolitica.

Para efeito de comparacdo entre o AAS e seu principal metabdlito, o AS; foram
realizados 0s mesmos experimentos com variagdo de pH tendo o AS como analito a ser
particionado. Assim, na Figura 19 encontram-se 0s resultados da particdo do AS em SAB
composto de PEO 1500 com Li2SO4 em diferentes valores de pH.

Figura 18 - Comportamento de particdo do AS em SAB's formados por PEO 1500 e Li»SOs com agua em
diferentes valores de pH. (-A- pH 6,0; -@- pH 3,5 ; -m- pH 1,0).
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Os resultados expressos pela Figura 19 revelam que para os sistemas em que a &gua
estava em pH 1, os valores de K ficaram entre 54.5 (£ 2.1) e 648 (+ 90.2); para os sistemas com
agua de composicdo em pH 3,5, os valores de K permaneceram entre 52.7 (£ 2.0) e 670 (+
53.8); ja os sistemas em que a agua estava em pH 6,0, os valores de K foram de 57.3 (+ 0.3) a
585 (+ 148). De modo geral, os valores do comportamento de particdo do AS nédo se altera,
independentemente do pH do meio. Nesse caso, pode-se relacionar este comportamento a duas
possiveis situacBes. A primeira, é o fato do pH final das fases do sistema com &gua de
composicdo em pH 1,0 ter ficado acima do valor de pH = 3,0, induzindo a maior parte das
moléculas de AS (pKa = 3,0) a sua forma ionizada e assim, o comportamento de particdo do
AS nas trés condicdes permaneceram praticamente iguais.

Uma segunda situacdo, menos provavel a principio, € que a ionizacdo do AS nado
influencia seu comportamento de particdo, ja que ele possui caracteristicas mais hidrofobicas
do que o AAS e particiona paraa FS com mais intensidade (maiores valores de K). Portanto, o

efeito de protonagdo ndo proporciona um incremento consideravel nas interacdes desta com a
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FS. Assim, pode-se inferir que a variacdo dos valores de pH nos sistemas compostos por PEO
1500 + LiSO4 + H20 para particdo do AS ndo apresentaram influéncia significativa nos valores
de K obtidos.

5.3 Efeito da variacdo dos parametros termodinamicos no comportamento de particdo

do AS por Delineamento Composto Central Rotacional — DCCR.

Com o estabelecimento do sistema composto de PEO 1500 + Li2SO4 + H20 como o
mais eficiente na particdo do AAS, utilizou-se 0 mesmo como sistema padréo para a particao
do AS, a fim de que um processo amplo de otimizagdo pudesse ser aplicado sobre esse sistema.
Seguindo as condicGes de sistema determinados pelo DCCR e expressos na Tabela 3 que
relaciona os valores reais e codificados das variaveis concentracdo de Li2SOs (Xu),
concentragdo de PEO 1500 (X2) e valores de pH da &gua de formacdo dos sistemas (X3), foram
executados 18 experimentos, encontrando-se para cada condicdo de SAB analisado 0s

respectivos valores de K do AS (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores de K do AS obtidos pelo DCCR, sendo X1 ([] Li2SOs), X2 ([ ] PEO) e Xz (pH).
SAB X1 X2 X3 K

1 -1 -1 -1 142
2 1 -1 -1 229
3 -1 1 -1 393
4 1 1 -1 646
5 -1 -1 1 131
6 1 -1 1 226
7 -1 1 1 335
8 1 1 1 860
9 -1,68 0 0 165
10 1,68 0 0 457
11 0 -1,68 0 110

12 0 1,68 0 565
13 0 0 -168 950
14 0 0 168 294
15 0 0 0 290
16 0 0 0 300
17 0 0 0 255
18 0 0 0 298
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Os valores encontrados de K do AS revelam que os mesmos ficaram entre 95,0 (Ponto
13) e 860 (Ponto 8), reafirmando que assim como o AAS, o AS estd sob o efeito de forcas
entdlpicas que o conduzem preferencialmente para a fase superior. O maior valor encontrado
de K (860) corresponde ao sistema composto de 27,65% de PEO 1500, 11,79 % de Li2SO4 em
pH 5,28. Enquanto isso, 0 menor valor de K (94,80) corresponde ao sistema composto de 25,04
% de PEO 1500, 11,28 % de Li2SO4 em pH 0,5. Esses resultados revelam que a concentracéo
de polimero e sal estdo intimamente relacionadas e que o aumento (Pontos 4 e 8) ou reducdo
(Pontos 1 e 5) proporcional de ambas varidveis simultaneamente causam efeitos maiores nos
valores de K do AS do que quando apenas uma delas é alterada. Esses resultados estdo em
acordo com o que se definiu anteriormente para CLA. Assim, percebe-se no SAB formado no
Experimento 8 que, ao aumentar as duas variaveis de maneira proporcional aos valores de CLA
estabelecidos pela Tabela 2, o K encontrado apresentou maior valor do que quando apenas uma
das variaveis assumiram valores mais acentuados como nos SAB’s 10 e 12.

Outra consideracdo a ser feita, € com base nos pontos 2, 3, 6 e 7. Esses pontos indicam
que as alteracbes de pH (-1 =1.71 e 1 = 5.28) realizadas nestes sistemas ndo surtiram efeito
significativo aparente sobre os valores de K do AS, uma vez que os pontos 2 e 6 apresentam as
mesmas concentracdes de polimero e sal, os valores de K observados foram de 229 e 226
respectivamente. Ja os pontos 3 e 7, também com as mesmas relacbes de polimero e sal,
resultaram nos valores de K de 393 e 335, respectivamente.

Apos a analise dos dados da Tabela 4, os coeficientes de regressao para os valores de K

do AS foram obtidos e estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Anélise estatistica dos coeficientes de regressdo para os K's do AS nos SAB's.

Coef. Regre.”  Erro Padrédo t(8) p -95,% +95,%
Média/Interc. 282 41,1 6,80 0,000131 186,82 376,40
(1)SAL (%nm/m) (L) 106 223 477 0001414 5482 15758
SAL (%m/m) (Q) 28,3 23,2 122 0256440  -2510 81,68
(2PEO (%m/m) (L) 166 22,3 746 0000072 11488 217,63
PEO (%m/m) (Q) 37,7 232 163 0142598 1574 91,02
B)pH (L) 34,8 223 156 0156676  -1660 86,20
pH (Q) -13,1 23,2 -0,56  0,588368 -66,43 40,33
1L by 2L 75,0 29,1 2,56 0,033511 7,47 141,72
1L by 3L 353 29,1 121 0,260405 -31,87 102,38
2L by 3L 21,2 29,1 0,73 0,486058 -45,87 88,38

* Coeficiente de Regresséo.
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A andlise dos dados da Tabela 5 revela que, em relacdo aos coeficientes de regressdo
para os valores de K do AS, os termos lineares das varidveis PEO e SAL e a interacdo entre as
mesmas obtiveram efeito estatistico significativo ao nivel de 95% de confianga com um
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9224, podendo-se inferir que essas varidveis e a
correlacdo entre as mesmas séo diretamente influentes sobre as variagbes nos valores de K e
que na auséncia de erros sistematicos o desvio apresentado pelo R? em relagdo a unidade esta
relacionado a erros aleatdrios. O fato da variavel pH e suas interagdes nao apresentarem efeito
estatistico significativo na faixa estudada reafirmam a baixa influéncia dessa varidvel e suas
interacbes nos mecanismos de particdo do AS. Entretanto, é preciso considerar que a pequena
influéncia do pH nesses sistemas esta diretamente relacionada ao analito estudado, sendo que
na particdo do AAS a variacdo do pH foi altamente relevante.

Com a desconsideracdo da variavel pH e suas interacfes, a andlise de variancia
(ANOVA) para os modelos foi executada, e a significancia do modelo foi aferida pelo teste
estatistico de Fisher (teste F), buscando conferir se hé diferengas significativas entre as fontes
de variacdo nos resultados experimentais e o coeficiente de determinacdo mukipla (R?). Nessas
condi¢des, a varidvel pH e suas interacBes foram transferidas ao Erro de Modelo, levando-se
em consideracdo apenas a varidveis PEO, SAL e a interacdo entre as mesmas. Os resultados da

ANOVA estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6 - ANOVA dos resultados para os coeficientes de particdo do AS.

SsS df MS F P

(MSAL (L) 154029 1 154029 185983  0,000716
(JPEO (L) 377468 1 377468 455776  0,000009
1L by 2L 445150 1 445153 537501  0,036068
Error 115947 14  8281,90
Total SS 691959 17

F tab. 5%, 1.14 = 4,60

Os valores de F encontrados para as variaveis PEO, Sal e a interacdo entre as mesmas
revelaram-se maiores do que o valor tabelado de F a 5% de significancia (4,60), podendo-se
inferir a partir dessas condicbes que o ajuste do modelo para os valores de K aos dados

experimentais foram bons e a superficie de resposta pdde ser gerada e estd demonstrada na
Figura 20.
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Figura 19 - Superficie de Resposta emfungdo das varidveis: [ ] PEO 1500 e [ ] Li2SOa.

A superficie de resposta gerada pela interacdo entre as variaveis concentracdo de PEO
e SAL indica que o valor 6timo desse sistema quanto & particdo do AS estd entre os valores
codificados 1,5e 2,0 dos experimentos. Entretanto, sistemas com valores codificados acima de
1,68 mostraram-se impossiveis de serem experimentados, pois nessas condicdes o polimero e
sal apresentaram consideravel insolubilidade. Assim, afim de encontrar valores adequados para
essas variaveis e que obedecam as condigdes de preparo do sistema, foram utilizados os dados
codificados da Tabela 3 como parametros de referéncia nos limites inferiores e superiores na
aplicagdo da Fungdo de Desejabilidade.

A execucdo da funcdo determinou que os valores desejaveis para as variaveis resultam
em um sistema composto por 29,06% de PEO 1500 e 11,94% de Li2SO4 em pH 6.1, sob essas
condi¢Bes o valor esperado para K € de + 940. Oito réplicas desse sistema foram testadas e os

resultados obtidos estdo representados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Réplicas do sistema determinado pela fungdo de Desejabilidade.

Réplicas K
1,11x10°
1,10x10°
753
1,05x10°
762

883
1,02x103
898

0o N O g B~ W NP

As andlises estatisticas acerca dos valores encontrados reportam um valor médio de K
=949 (x 147). O valor médio encontrado para K experimentalmente revela que o valor predito
de 940 pelo modelo foi satisfeito, porém ndo se pode deixar de levar em consideracdo o alto
valor do desvio padrdo. Essa alta imprecisdo nos resultados de K pode estar relacionado ao fato
de que quando se leva um SAB ao seu maximo efeito de extracdo/separacdo, a fase pela qual o
analito tem pouco afinidade ficara com uma concentracdo muito baixa do mesmo, ficando
muitas vezes essa concentracdo proxima ao limite de deteccdo do equipamento de medida.
Assim, mesmos erros aleatdrios menores podem aumentar consideravelmente os erros no sinal
analitico.

A proximidade entre o valor predito e o valor real do K obtido revelam que a aplicacao
do DCCR com o auxilio da Funcdo de Desejabilidade conduziram o processo de otimizagdo do
sistema aum SAB com elevado valor de particdo do AS, sob condicGes experimentais possiveis.
Assim, todos os objetivos vislumbrados para a execucdo desta etapa do trabalho foram

alcancados e resultaram em um sistema mais eficiente de particdo para o analito alvo.
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6 CONCLUSOES

Os estudos de particio do AAS e do AS no presente trabalho visaram entender o
comportamento de particdo desses analitos em Sistemas Aquosos Bifasicos, bem como
encontrar uma composicdo de sistema que resultasse em um valor étimo de o Coeficiente de
Particdo (K) para os analitos estudados.

Os estudos quanto aos efeitos da variacdo dos sais (Li2SO4, Na2SOs, MgSOas,
Na2C4HsO6 e NazCsHs07) formadores dos SAB’s sobre o comportamento de particdo do AAS
revelaram que a utilizagdo do Li2SO4 gera os maiores valores de K 91.4 (+ 4.1). Em relacéo a
variacdo da massa molar (PEO 1500 e 4000) e natureza quimica (PEO x L64) do polimero, as
melhores condicGes de particdo foram alcancadas para os sistemas formados por PEO 1500.
Para este sistema, 0s estudos dos efeitos da variagdo nos valores pH (1,0; 3,5; e 6,0) indicaram
que o valor de pH 1,0 resultou em valores otimizados de K que vao desde 56.4 (+ 3.5) a 952 (+
323). Entretanto, os estudos comparativos de pH para o AS, nas mesmas condicbes do AAS,
revelaram que esta variavel ndo teve influéncia significativa sobre os valores de K. Tal
resultado, foi confirmado pelo estudo multivariado das condices Otimas de particio do AS
através de um Delineamento Composto Central Rotacional — DCCR ajustado pela Funcdo de
Desejabilidade. Essa andlise avaliou o efeito das varidveis concentragdo de polimero,
concentracdo de sal e o pH da dgua no K do analito, indicando que apenas os termos lineares
das variaveis concentracdo de PE e SAL e a interacdo entre as mesmas obtiveram efeito
estatistico significativo ao nivel de 95% de confianga. Por fim, a Funcdo de Desejabilidade
indicou um sistema O6timo para particdo do AS composto de 29,06 % m/m de PEO 1500 e 11,94
% m/m de LSO4 em pH 6.1; sob essas condi¢Oes o valor esperado para K era de £ 940. Oito
réplicas desse sistema reportaram um valor real de K =949 (+ 147).

Todos os estudos realizados no presente trabalho ampliaram o entendimento de como
as variaveis independentes e suas interacdes influenciam sobre o K desses analitos. Para ambos
farmacos, fica constatado que os mesmos particionam preferencialmente para a fase superior
dos SAB, podendo-se concluir que as forcas motrizes que conduzem a particdo dessas
substancias estdo sob efeitos entalpicos preponderantes. De um modo geral, os resultados finais
indicam que o SAB pode ser utilizado como uma técnica de extracao/pre-concentracdo do AAS

e do AS, e todas as vantagens em relagdo a quimica verde dessa técnica reforcam sua aplicacéo.
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