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RESUMO

Liquidos i6nicos (LIs) sdo sais orgadnicos com ponto de fusdo de 100 °C ou menor e
compostos somente por ions, com uma série de propriedades diferenciadas que tem gerado
o interesse no seu uso como alternativa a solventes toxicos e nocivos ao meio ambiente em
muitas aplicacdes. Uma delas é a recuperacdo de biopolimeros biodegradaveis, como os
polihidroxialcanoatos (PHAs), do interior das células das bactérias pelas quais sdo produzidos.
Este é o caso do poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)], um dos PHAs mais estudados, cujo método
de recuperacao mais utilizado industrialmente utiliza como solvente o cloroférmio, composto
de alta toxicidade e nocivo ao meio ambiente. Um aspecto importante para aplicagao de Lls
na recuperacdo de P(3HB) refere-se a que as metodologias para a sua quantificacdo em
solugdo sdo escassas na literatura e se baseiam em métodos custosos como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
guantificacido do LI cloreto de 1-hexadecilimidazélio (CisMImCI) em solucdo por
espectrofotometria UV-Vis, assim como avaliar possiveis interacdes no contato do LI com o
biopolimero P(3HB) e diferentes solventes para a remogdo de LI através de lavagens. Para
tanto, realizou-se varreduras, em espectrofotémetro, em comprimentos de onda entre 190 e
300 nm, visto que o pico do anel imidazdlico se da préximo a 210 nm, para defini¢do dos picos
caracteristicos dos componentes contidos nas solugGes de dagua-Ll. Para os trés picos
identificados, realizou-se construcao de curva padrdo para verificacdo de linearidade entre
absorbancia e concentragdo para as concentracdes entre 1 e 2,5 mg/L e entre 10 e 120 mg/L.
Também se avaliou a estabilidade das amostras ao longo do tempo em 48 e 96 h, assim como
influéncia da temperatura e da agitacao das amostras prévia a medi¢do sobre as absorbancias
medidas. Para avaliacdo das interacbes entre liquido idnico e P(3HB), realizou-se o contato
sob agitacdo magnética entre a solucdo de LI, nas concentracées de 1 mg/mL e 100 mg/mL, e
o biopolimero a 30 °C, por 24 h. Posteriormente realizou-se a lavagem do polimero com agua
Milli-Q, etanol ou metanol. A partir dos experimentos, foi possivel constatar alta linearidade
para a faixa de concentragdo entre 10 e 100 mg/L para o comprimento de onda de 212 nm em
agua Milli-Q, R?> de 0,9961, e baixa influéncia da temperatura, agitacdo e tempo na
absorbancia, indicando alta estabilidade das amostras. Para os testes de contato das solucoes
de LI com o biopolimero, as lavagens sucessivas com todos os solventes testados se
mostraram efetivas na remogao do LI, com diminuigao superior a 90% para a concentragdo de
1 mg/mL e superiores a 80% para as de 100 mg/mL. Entretanto, ainda é necessdrio aumentar
a pureza do P(3HB) obtido para sua utilizacdo. Além disso, novos testes sdo necessarios para
a elucidacdo da possivel influéncia do LI na andlise de pureza do P(3HB).

Palavras-chave: Liquido i6nico, Quantificacdo, Biopolimero, Poli(3-hidroxibutirato)
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ABSTRACT

lonic Liquids (ILs) are organic salts with a melting point of 100 °C or below and composed
solely of ions, possessing a range of distinctive properties that have sparked interest in their
use as alternatives to toxic and environmentally harmful solvents in many applications. One
such application is the recovery of biodegradable biopolymers, such as polyhydroxyalkanoates
(PHAs), from within bacterial cells where they are produced. This is the case for poly(3-
hydroxybutyrate) [P(3HB)], one of the most studied PHAs, wherein the most used industrial
recovery method employs chloroform as a solvent, which is highly toxic and environmentally
harmful. An important aspect of applying ILs to P(3HB) recovery involves the scarcity of
methodologies in the literature for its quantification in solution, relying on costly methods like
high-performance liquid chromatography (HPLC). In this context, the aim of this study was to
evaluate the quantification of the 1-hexadecyl-3-methylimidazolium chloride (C16MImCI) IL in
solution using UV-Vis spectrophotometry, as well as to assess potential interactions when the
IL comes into contact with the P(3HB) biopolymer. To achieve this, scans were conducted with
a spectrophotometer at wavelengths ranging from 190 to 300 nm, since the imidazolium ring
peak is close to 210 nm, to identify characteristic peaks of the components in the water-IL
solutions. For the three identified peaks, standard curves were constructed to verify linearity
between absorbance and concentration within the ranges of 1 to 2.5 mg/L and 10 to 120 mg/L.
The stability of the samples was also evaluated over 48 and 96 h, along with the influence of
temperature and sample agitation prior to measurement on the measured absorbances. For
the assessment of interactions between the IL and P(3HB), contact was established under
magnetic stirring between IL solutions at concentrations of 1 mg/mL and 100 mg/mL, and the
biopolymer at 30 °C for 24 h. Subsequently, the polymer was washed with Milli-Q water,
ethanol, or methanol. From the experiments, it was observed that high linearity was achieved
within the concentration range of 10 to 100 mg/L at a wavelength of 212 nm in Milli-Q water,
with an R? value of 0.9961. The temperature, agitation, and time exhibited low influence on
absorbance, indicating high sample stability. In the tests involving contact between IL
solutions and the biopolymer, successive washes with all tested solvents effectively removed
the IL, with reductions exceeding 90% for the 1 mg/mL concentration and over 80% for the
100 mg/mL concentrations. However, it is still necessary to increase the purity of the obtained
P(3HB) for its utilization. Furthermore, new tests are needed to elucidate the possible
influence of LI on the P(3HB) purity analysis.

Keywords: lonic Liquid, Quantification, Biopolymer, Poly(3-Hydroxybutyrate)
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1 1lintrodugao

A cada ano, 330 milhdes de toneladas de plastico sdo produzidos mundialmente,
sendo sua maior utilizacdo para embalagens e na construcdo civil. A grande maioria
desses produtos sdo de uso Unico e ndo biodegradaveis, levando a grande impacto
ambiental devido ao seu descarte inadequado. Dessa forma, os biopolimeros de
inclusdo intracelular sdo cada vez mais estudados devido a suas propriedades de
biodegradacao e de origem renovdvel, em busca de alternativas para os plasticos ndao
biodegradaveis (IBRAHIM et al., 2021).

Para recuperar o biopolimero das inclusdes intracelulares, empregam-se diferentes
métodos quimicos, fisicos ou uma combinag¢do de métodos, visando alcangar uma maior
eficiéncia na extracao, reducdo de custos e aumento da pureza do polimero. Entre as
técnicas mais empregadas, as extragdes com solventes halogenados destacam-se por
sua simplicidade, altas taxas de recuperacdo e a obtencdo de um produto altamente
puro. No entanto, é importante ressaltar que esses solventes podem apresentar elevada
toxicidade e grande impacto ambiental, além de alguns serem dispendiosos e inviaveis
para recuperag¢ao apos seu uso. Portanto, a busca por métodos de recuperagdo que
possam apresentar baixo custo e pouco ou nenhum impacto ambiental s3ao essenciais
para a viabilizacdo e o crescimento da producdo industrial dos P(3HB)s (ARAMVASH et
al., 2015).

Como possivel alternativa aos solventes halogenados, os liquidos i6nicos (LIs)
surgem como possiveis substitutos e ja sdo considerados como “solventes verdes”. Os
LIs sdo sais organicos, compostos por cdtions de elevado volume e anions de volume
reduzido. Dentre suas propriedades de interesse, destacam-se sua baixa volatilidade,
alta estabilidade quimica e térmica, além de ponto de fusdo inferior a 100 °C para os
liquidos i6nicos de temperatura ambiente. Além disso, diversos estudos ja identificaram
a sua citotoxicidade e capacidade de rompimento da parede celular para diferentes
bactérias e com possiveis aplicagdes na industria alimenticia, farmacologia e para a
extracdo de biopolimeros. Entretanto, pouco ainda é conhecido a respeito de possiveis
interacOes entre os Lis e o P(3HB) (DUBEY et al., 2018; TOKUDA et al., 2005; TOLEDO
HIJO et al., 2016).

Entretanto, apesar do crescente interesse nas propriedades dos liquidos i6nicos
poucos métodos para a sua quantificacdo em solucao sdo descritas na literatura. Os
métodos existentes se baseiam em técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e de fase reversa (RPLC), requerendo preparo prévio das amostras além de maior
custo de investimento e operacdo. Em contrapartida, métodos como a espectroscopia
UV-Vis surgem como possivel alternativa de baixo custo para sua quantificacdo. Porém,
devido a grande gama de Lls existentes, com diferentes interacdes fisico-quimicas, a
validacdo desses métodos se faz necessdria (CAO et al., 2014; HAWKINS et al., 2015;
STEPNOWSKI; MROZIK, 2005).
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Os poli-hidroxialcanoatos (PHA)s sdao biopolimeros biodegraddveis amplamente
estudados atualmente devido a suas propriedades fisico-quimicas similares aos
polimeros de origem féssil. Tais biopolimeros podem ser produzidos por iniUmeros
microrganismos como forma de reserva energética, podendo utilizar diferentes
matérias-primas renovaveis para tal objetivo. Dependendo do substrato disponivel,
diferentes polimeros e copolimeros podem ser obtidos com diferentes propriedades
fisico-quimicas. Dentre os PHAs, os poli(3-hidroxibutirato)s (P(3HB)s) sdo os mais
estudados devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e pelas propriedades
mecanicas similares ao polipropileno (PP). Entretanto, apesar de suas caracteristicas,
seu custo de producdo industrial é elevado devido, em grande parte, aos processos de
extracdo e purificacdo do biopolimero do interior celular (LEE et al., 2000; MORSY;
CASKEY, 1997; QUINES et al., 2015).

Desse modo, o objetivo principal do trabalho foi avaliar as possiveis interacdes entre
o polimero P(3HB) adquirido comercialmente em contato com o LI, assim como métodos
para quantificagdo do liquido idnico cloreto de 1-hexadecilimidazdlio em etapas de
purificacdo de poli(3-hidroxibutirato).

Portanto, para atingir o objetivo principal, objetivos especificos foram estabelecidos,
como segue:

1. Avaliar interacdes entre o LI e o biopolimero poli(3-hidroxibutirato) adquirido

comercialmente.

2. Estabelecer metodologia para a quantificacdo de cloreto de 1-
hexadecilimidazélio em solugdo, avaliando pardmetros como estabilidade ao
longo do tempo, influéncia da temperatura, efeito da agitacdo e influéncia do

solvente;

Este trabalho esta subdividido em 5 capitulos, além deste introdutério. O Capitulo 2
apresenta uma revisao bibliografica acerca dos assuntos pertinentes a esse trabalho,
entre eles, Lls, caracteristicas, aplicacdes e metodologias de quantificacdo, além de
métodos de producdo e recuperacdao do biopolimero P(3HB). O Capitulo 3 apresenta
metodologia adotada para os experimentos realizados. O Capitulo 4 discute e apresenta
os resultados obtidos. J4 o Capitulo 5 traz as conclusdes e sugestGes para trabalhos
futuros.
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2 Revisao Bibliografica
2.1 Liquidos IOonicos

Liquidos i6nicos (LIs) sdo um grupo de sais organicos de peculiares caracteristicas.
Dentre essas caracteristicas, destacam-se um ponto de fusdo de 100 °C ou inferior, baixa
pressao de vapor e ndo volatilidade em comparag¢ao com outros solventes organicos
(ZHOU et al..,, 2018). Além disso, possuem alta estabilidade térmica e quimica,
condutividade e capacidade de solubilizacdo de compostos organicos e inorganicos
(TOLEDO HIJO et al.., 2016). Essas substancias sdo geralmente compostas por cations
organicos e anions organicos ou inorganicos. A parte catidnica geralmente é composta
por um composto organico de elevado volume, ja a regido anibnica possui volume
reduzido, em relacdo a seu cation (VENTURA et al., 2017;EHSAN KIANFAR; SAJJAD MAFI,
2020). Na Figura 1 sdo apresentadas as estruturas mais comumente utilizadas nos Lls.

Figura 1: Cations (acima) e Anions (abaixo) comumente utilizados em Lls

Cations
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Cl, I, Br \\ /// F/BA\/ ot o \]/ ol .
N F e o & c\)| I

Fonte: Adaptado de MICHALSKI et al., 2023

Devido as caracteristicas fisico-quimicas previamente descritas, os Lls apresentam
grande potencial como “solventes verdes”, podendo proporcionar um baixo impacto
ambiental ao substituir ou reduzir o uso de solventes organicos volateis, toxicos,
perigosos e danosos ao meio ambiente e que atualmente sdo utilizados industrialmente
(CANALES; BRENNECKE, 2016). Além disso, propriedades como viscosidade, densidade,
hidrofobicidade e capacidade de solvatacdo podem ser modificadas pela alteragao do
grupo anionico ou pela substituicao da cadeia alquilica do cation (WASSERSCHEID; KEIM,
2000).

2.1.1 Classificagdo dos liquidos ibnicos

Os LIs podem ser classificados com base em suas diversas propriedades fisico-
guimicas e em sua composicdo de seus cations e anions associados. Dentre essas
categorias temos os liquidos i6nicos de temperatura ambiente (LITAs) , os préticos
(LIPs), os apréticos (LIAs), os magnéticos (LIMs) e os poli(Ll)s.

Os LITAs sdo caracterizados por possuirem grandes cations organicos assimétricos,
em grande parte derivados do 1-metilimidizolio, como o 1-alquil-3-metilimidazolio, 1-
etil-3-metil- (EMIm), 1-butil-3-metil- (BMIm), 1-octil-3-metil- (OMIm), entre outros.
Quanto aos anions, sua variedade é ampla, podendo ser compostos simples, como
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haletos, ou anions inorganicos, como o tetrafluoroborato, ou ainda organicos como o
tosilato (HANDY, 2005). Além disso, devem possuir uma temperatura de fusdo menor
gue 100 °C, sendo os principais fatores que influenciam essa caracteristica a distribuicao
de cargas nos ions, a capacidade de formacdo de ligacdes de hidrogénio, a simetria dos
ions e as interacGes de van der Waals (MARSH; BOXALL; LICHTENTHALER, 2004).

Diferente dos LITAs, os LIPs sdao classificados com base em sua rota de sintese, que
envolve a transferéncia de um proton de um acido de Brgnsted para uma base de
Brgnsted. Como resultado, os LIPs possuem um préton disponivel para realizar ligagOes
de hidrogénio e possuem pressdao de vapor significativa, ao contrario dos LITAs. Além
disso, eles podem passar por processos de destilacdo, pois seu ponto de ebulicdo é
inferior a temperatura de decomposicao (GREAVES; DRUMMOND, 2008). Por outro
lado, os LIAs ndo possuem um proton acido e sao geralmente formados por reagées do
tipo Menshutkin. Possuem pontos de fusdo maiores que os LIPs, porém menor
condutividade e fluidez(GHANDI, 2014; REID et al., 2018).

Os poli(Ll)s sdo compostos por suportes poliméricos e liquidos ibnicos em cada uma
de suas unidades de repeticdo. Portanto, podem ter suas propriedades fisico-quimicas
finamente ajustadas, como solubilidade, condutividade e estabilidade térmica, pela
modificacdo da composicao de seus ions ou pela substituicdo de seu suporte polimérico.
Devido a essas caracteristicas, esses materiais possuem grande potencial para o
desenvolvimento de novos compésitos (ZHANG et al., 2020).

J& os LIMs, sdao Lls de temperatura ambiente que possuem propriedades
paramagnéticas e usualmente contém complexos de metais ou lantanideos em sua
estrutura anidnica. Sua principal propriedade é a capacidade de serem responsivos a um
campo magnético externo, podendo ser utilizados em processos de separacao fluido-
fluido e em rea¢des quimicas como catalisadores, solventes ou meios reacionais
(SANTOS; ALBO; IRABIEN, 2014; ZHANG et al., 2017).

2.1.2 Aplicagbes dos liquidos ibnicos

O crescente interesse em liquidos idnicos nos meios académicos e industriais se da,
principalmente, devido a suas propriedades como solventes nao toxicos, sendo ja
amplamente utilizados em diversos processos como sinteses, extrag¢des, catalises,
eletroquimica entre outros (MUN; SIM, 2012). Idris et al. (2014) utilizaram LIPs para a
extracao e recuperacdo de queratina de penas. Verdia et al. (2014), também utilizaram
LIPs, porém para o pré-tratamento e posterior fracionamento de biomassa
lighocelulésica, obtendo uma polpa rica em celulose e lignina.

Sheldon et al. (2002) descreveram o uso de diferentes LIs como meio reacional
alternativo aos solventes tradicionais em processos de biocatalise. J& Kubersky et al.
(2015) estudaram o efeito da adigao de LITAs em sensores eletroquimicos de NO,. Essas
substancias também ja foram utilizadas em catalise heterogénea, possibilitando a
imobilizacdo de catalisadores homogéneos, resultando em melhora da atividade do
catalisador e sua estabilidade (GU; LI, 2009).
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Na ultima década, devido a possibilidade de modificagdo de cdtions e anions
presentes nos Lls, diversos trabalhos foram desenvolvidos com objetivo de avaliar quais
e qudo biocompativeis ou tdxicos essas substancias sdo para diversas células e suas
possibilidades de aplica¢do. Dickinson et al. (2016) avaliaram os mecanismos de acdo do
LI imididazdlico cloreto de 1-etil-3-metilimidazélio (EMImCI) que proporciona sua
toxicidade a Saccharomyces cerevisiae. Em suas analises, o LI apresentou maior
toxicidade durante os periodos de crescimento celular em glicerol, que requer processos
de respiracdo. Além disso, usando perfis gendmicos e protedmicos quimicos, foi possivel
identificar que seu mecanismo de acdo se baseia, principalmente, pela danificacdo das
funcbes mitocondriais, conforme demonstrado na Figura 2, possivelmente pela inducdo
de hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial, levando a elevada produg¢dao de
espécies reativas de oxigénio e posterior apoptose celular. Essas substancias sdo
subprodutos das rea¢cdes metabdlicas de oxigénio comuns pelas células e também sdo
responsaveis pela sinalizacdo celular e controle de sua homeostasia (PEREIRA et al.,
2008).

Figura 2: (a) Desaparecimento de estrutura tubulares mitocondriais, em glicerol,
conforme aumento da concentragao de EMImCI; (b) Aumento da difusividade
do indicador fluorescente, indicando rompimento mitocondrial

0.2% [EMIM]CI 0.3% [EMIMICI

0.4% [EMIMICI 0.5% [EMIMICI

Fonte: Adaptado de Dickinson et al., 2016.

Diversos compostos cationicos ja foram relatados como materiais com propriedades
biocidas para um grande grupo de bactérias entre eles amoénia, imidazélio, piridina, e
fosfonio e sdo amplamente utilizados como cdtions de Lls (LI et al., 2014). De forma
similar, Fernandes et al. (2022) testaram a atividade antimicrobiana de diferentes Lls
imidazélicos e fosfonicos perante a bactéria Gram-negativa Escherichia coli e células de
mamiferos. Bis(trifluorometilsulfonil) imida de 1-decil-3-metilimidazélio ([DMIm][TFSI])
e bis(trifluorometilsulfonil) imida de trihexiltetradecil fosfénio ([Pe,6,6,14][TFSI]) foram
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capazes de induzir lise celular através do rompimento de sua parede. Ja sulfato de
hidrogénio de 1-etil-3-metilimidazdlio ([EMIm][HSO4]) apresentou grande efeito
microbiano contra E. coli, porém ndo apresentou mesmo comportamento para células
de mamiferos nas concentracdes testadas. Hassan et al. (2022) também avaliaram a
capacidade antibacteriana de 18 diferentes Lls imidazélicos, piridinicos e fosfonicos,
com diferentes cations e anions associados, contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, entre elas Enterobacter aerogenes e Eschericia coli. Os Lls imidazélicos
apresentaram alta atividade antibacteriana contra todas as bactérias testadas, até maior
do que o teste controle realizado com levofloxacin.

Docherty e Kulpa (2005) avaliaram a toxicidade e atividade antimicrobiana de Lls
imidazélicos e piridinicos para diversas bactérias e o efeito do aumento do comprimento
da cadeia alquilica. O aumento dessa cadeia resultou em maior inibicdo do crescimento
celular em todas as espécies bacterianas testadas, com resultados promissores para os
Lls brometo de 1-octil-3-metilpiridinio (OMPyrBr) e brometo de 1-metil-3-
octilimidazdlio (OMImBr) com tempo de contato de 5 a 15 minutos. Zheng et al. (2016)
também investigaram a atividade antibacteriana de LIs imidazdlicos e de seus
respectivos poli(Ll)s, assim como o efeito do aumento da cadeia carbobnica e da
densidade de cargas dos cations (mono ou bis-imidazdlicos), em Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Tanto para os Lls como para os poli(Ll)s, o aumento do
comprimento da cadeia alquilica e da densidade de cargas (bi-cations) levou ao aumento
da atividade antibacteriana. Logo, LIs de cadeia alquilica maior se mostraram mais
efetivos, mesmo em menores concentragdes, para a lise celular. Tal mecanismo de
ruptura se da pela similaridade dos Lls imidazdlicos e piridinicos de cadeia longa com
detergentes, pesticidas e antibidticos que atacam a estrutura lipidica celular (PERNAK;
ROGOZA; MIRSKA, 2001).

Recentemente, um crescente interesse nas capacidades antibacterianas e
propriedades de solventes verdes dos liquidos idnicos levou ao desenvolvimento de
diversos estudos com o objetivo de avaliar a eficacia de LIs para a recuperagdo de
biopolimeros de inclusdes bacterianas, substituindo solventes halogenados, como o
cloroférmio. Filippi et al. (2021) avaliaram a extragao de polihidroxialcanoatos (PHAs) de
bactérias fotossintéticas Rhodovulum sulfidophilum por trés diferentes Lls e os
compararam com a utilizagdo de cloroférmio e cicloexanona. Dimetilfosfato de 1-etil-3-
metilimidazélio ([EMIm][DMP]), dietilfosfato de 1-etil-3-metilimidazdlio ([EMIm][DEP])
e metilfosfato de 1-etil-3-metilimidazélio ([EMIm][MP]) foram misturados em razdes de
1:10 e 1:30 (v/v) de biomassa em relagdo ao LI, misturados a 60 °C entre 4 e 24 h. A
mistura foi centrifugada a 4000 rpm durante 10 minutos para recuperacdo do PHA
insoluvel. O sobrenadante foi removido e a parte sélida lavado com metanol, quatro
vezes, seguida de centrifugacdo e remogdao do sobrenadante. Ao final, o sdélido
resultante foi colocado em estufa a vacuo a 60 °C durante 12 h. Entretanto, para os Lls
[EMIm][DMP] e [EMIm][DEP], o PHA recuperado teve alta contaminacdo de residuos
celulares que nao foram completamente solubilizados, apenas [EMIm][MP] apresentou
boa pureza, quando comparado ao teste padrao utilizando cloroférmio.
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Dubey et al. (2018) utilizaram dietilfosfato de 1-etil-3-metilimidazdlio
([C2MIM][(C2).0P03]) para a recuperagao de P(3HB) de células de Halomonas
hydrotermalis. Liquido i6nico (5 g) foi posto em contato com 0,5 g de células durante
24 ha 60 °C e, posteriormente, metanol foi adicionado como n3do-solvente para realizar
a precipitacdo do P(3HB) em solucdo. Para determinar a pureza do biopolimero extraido,
analise de CHNS foi realizada, indicando a presenca de impurezas de amino acidos e uma
pureza de 86%. Ja a recuperacdo foi de 60% * 2%.

O cloreto de 1-hexadecilimidazélio (CiMImCI) é um liquido idnico imidazélico de
cadeia longa. Devido a essas caracteristicas, possui propriedades similares a
surfactantes catidnicos no qual seu anel imidazélico de carga positiva é hidrofilico e sua
longa cadeia alquilica age como cauda hidrofébica. Além disso, em solugdes aquosas é
capaz de formar micelas, possui alta atividade superficial, quando comparado a
surfactantes id6nicos convencionas, e é capaz de formar espontaneamente uma fase
liquida cristalina liotropica com a adicdo de um cossolvente, geralmente dgua (LUCZAK
et al., 2009; CHEN et al., 2014). Sua estrutura molecular, potencial eletrostatico, do azul
para o vermelho o potencial eletrostatico varia do negativo para positivo, conforme
esquema de cores, e interagdo com molécula de dgua estdo demonstradas na Figura 3.
Portanto, o C1sMImCI possui propriedades propicias para a utilizacdo na recuperacdo de
biopolimeros de inclusdo bacteriana, como o poli(3-hidroxibutirato), pela lise celular
perante a interacdo da longa cadeia alquilica do LI com a parede celular lipidica.

Figura 3: (a) Estrutura quimica e mapeamento de potencial eletrostatico molecular do
cloreto de 1-hexadecilimidazoélio (C1i6MImCI); (b) interagdo do LI com molécula
de agua;
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Fonte: Adaptado de THOMAS et al. (2018)
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2.2 Caracterizacao e quantificacao de liquidos i6nicos

Devido a grande gama de liquidos i6nicos, diversas técnicas sdo empregadas para a
sua deteccao e identificagdo. Entre elas, infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), termogravimetria (TGA), ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia
Raman, varredura diferencial de calorimetria (DSC), difracdo de raios X (XRD), UV-Vis,
Pirdlise-cromatografia gasosa-espectroscopia de massa (Py-GC-MS), cromatografia
liguida de fase reversa (RPLC), de pares ionicos, de polaridade reversa, de troca ionica,
espectroscopia de massa, além de métodos de eletroforese (PASZKIEWICZ;
STEPNOWSKI, 2011; THOMAS et al., 2018).

Entretanto, a quantificacdo de Lls e determinacdo de impurezas é complexa,
geralmente qualitativa e de alto custo. Poucos estudos sdo encontrados na literatura
sobre metodologias para a determinacdo de concentracdo de Lls em solucdo e se
baseiam em técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ressonancia
magnética nuclear e espectroscopia de massa. Hawkins et al. (2015) desenvolveram uma
metodologia para a separagcdo e quantificacdo de nove diferentes Lls N,N’-
dialquilimidozdlicos em HPLC-UV utilizando coluna de silica de alta pureza e solucdo
tampao de 90:10 acetonitrila-formiato de amoénio, a detec¢do de espécies eluentes foi
realizada a 210 nm e 30 °C, proximo ao maximo de absorbancia para os cdtions
imidazélio. O tempo de retengao foi de 7 minutos para percurso dos nove liquidos
ibnicos homologos testados, o limite inferior de quantificacdo foi entre 2 e 3 umol.L ™t e
boa linearidade (R? > 0,9999) foi observada em concentracdes entre 0,1 e 20 nmol de
cada LI em solugdo. Entretanto, a partir de concentracdes de 40 nmol de cada LI, efeitos
de sobreposicdo e perda de definicdo dos picos, devido a sobrecarga da coluna, foram
observados. Stepnowski e Mrozik (2005) avaliaram o comportamento cromatografico
de oito diferentes Lls, entre eles 7 homdlogos do 1-alquil-3-metilimidazélio e 4-metil-N-
butilpiridinio, em colunas cromatograficas de troca idnica e em HPLC de fase reversa. A
fase movel utilizada constitui em 40% (v/v) de acetonitrila em agua e 30 mM de fosfato
dipotdssico (K;HPOa.). Para o 1-butil-3-metilimidazélio, a faixa de quantificacdo da
concentracdo foi de 1 até 100 pmol.L™%, com boa correlacdo de linearidade (R? = 0,998)
em HPLC de fase reversa. Cabe salientar que, para LIs com quatro ou menos dtomos de
carbono em sua cadeia alquilica, uma seletividade muito inferior foi observada.
Portanto, tais compostos devem ser separados e analisados preferencialmente por
cromatografia ionica.

Cao et al. (2014) propuseram metodologia para a determinacdo e quantificacdo de
23 diferentes Lls em dgua, em sua maioria imidazdlicos e piridinicos, utilizando UV-Vis.
Os LIs foram seco a 50 °C por 96 h em estufa a vacuo e pentéxido de fésforo foi utilizado
como agente dessecante. Posteriormente, solucGes de Lls em agua foram feitas nas
concentracdes de 0,625 mg/L até 80 mg/L. Para as baixas concentracdes, de 0,625 a
10 mg/L, foi utilizada cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1 cm. Para as solugées de
alta concentragdo, de 2,5 a 80 mg/L, utilizou-se cubeta de quartzo de 1 mm, sem perda
de linearidade, porém possibilitando a determinacdo de maiores concentragdes. Para os
LIs testados, o comprimento de onda de maior absorbancia foi observado entre as faixas
de 190 a 259 nm, para os Lls imidazdlicos essa faixa se restringiu a valores entre 190 e
223 nm. Para a grande maioria dos Lls testados, uma boa linearidade foi observada
(R2>0,98), com excec¢do dos liquidos idnicos brometo de 1-butil-3-metilimidazdlio
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(IBMIm][Br]), brometo de 1-aminoetil-3-metilimizaddlio ([aEMIm][Br]) e acetato de 1-
butil-3-metilimidazdlio [BMMIm][Ac], para os quais os valores de R? obtidos foram de
0,93781, 0,96339 e 0,95268, respectivamente. Além disso, LIs que apresentam cations
conjugados (piridinio, imidazélio) puderam ser quantificados mais facilmente e com
maior linearidade em relacdo a aqueles que ndo o possuem (pirrolidinio, tetraaménio,
tetrafosfonio). Ja& para os anions, iodo apresentou a melhor absor¢do no UV, em
contrapartida acetato a menor. Dessa forma, a quantificagdo de LIs em solu¢do aquosa
se mostrou consistente e de facil metodologia, porém, devido a grande variedade desses
compostos, se faz necessdria sua validacdo para cada um deles, considerando aspectos
como definicdo do comprimento de onda de trabalho e possiveis intera¢des solvente-
liquido i6nico.

2.3 Poli-(hidroxialcanoatos)

Os poli-(hidroxialcanoatos) (PHAs) sdo poliésteres constituidos de vdrios
hidroxialcanoatos, tais moléculas apresentam uma simples estrutura macromolecular e
sdo sintetizadas por uma grande gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Além disso, mais de 100 unidades monoméricas diferentes ja foram identificadas como
constituintes do PHA armazenado em células, possibilitando a producdo de diversos
tipos de polimeros biodegraddveis com variadas propriedades, entre elas, termo
processabilidade, elastomericidade, barreira para gases e liquidos, atoxicidade,
biocompatibilidade e pureza enantiomérica. Os PHAs sao classificados conforme o
numero de atomos de carbono em sua cadeia polimérica, podendo ser de cadeia curta,
de 3 a 5 dtomos, ou de cadeia média, com 5 ou mais. Também podem ser classificados
como homopolimeros ou copolimeros, assim como demonstrado na Figura4
(BUGNICOURT et al., 2014; REDDY et al., 2003; ZHENG et al., 2020).

Esses biopolimeros sdao acumulados no interior celular em niveis de até 90% da
massa celular seca, sendo produzidos sob condicdes de desbalanceamento de
nutrientes no meio, como a falta de oxigénio e nitrogénio, e servindo como reserva de
carbono e energia. Portanto, a escolha de microrganismos para a produgao industrial de
PHAs deve levar em consideracao fatores como alta velocidade de crescimento,
capacidade de utilizagdo de diferentes substratos, custo relativo e altas capacidades de
conversdo e armazenamento do biopolimero pela célula, além de baixa demanda de
oxigénio e serem seguras para contato com humanos e o meio ambiente (BYROM, 1987;
CHEN, 2003).
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Figura 4: Estrutura quimica geral de polihidroxialcanoatos (PHAs) (ao centro),
classificacdo baseada em dtomos de carbono dentro da unidade monomérica
(a esquerda) e baseada na estrutura homo ou copolimérica (a direita).
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O poli(3-hidroxibutirato), P(3HB), é um homopolimero alifatico e composto por
mondmeros de quatro atomos de carbono, solivel em alguns solventes organicos,
porém insoluvel em agua. O crescente interesse industrial surgiu na década de 1960,
guando suas propriedades mecanicas foram inicialmente descritas, conforme Tabela 1,
resistindo a temperaturas de até 120 °C e possibilitando sua processabilidade como um
termoplastico. Além disso, o P(3HB) possui a habilidade de se degradar hidroliticamente,
diferente dos demais polimeros biodegraddveis que usualmente sdo sensiveis a luz,
umidade ou até sollveis em dgua. Também possui alta resisténcia a dleos, gorduras e
radiacdo UV, entretanto baixa resisténcia a acidos e alcalis (ALVES et al., 2017; SHEN;
HAUFE; PATEL, 2009).

Tabela 1: Propriedades de PHAs e do Polipropileno

P(3HB) | P(3HB-3HV) | P(3HB-4HB) | P(3HO-3HH) | PP
Temperatura de Fusdo (°C) 177 145 150 61 176
Transicao Vitrea (°C) 2 -1 -7 -36 -10
Cristalinidade (%) 70 56 45 30 60
Alongamento em ruptura (%) 5 50 444 300 400

Fonte: Adaptado de MADISON; HUISMAN (1999)

2.4 Producao de poli(3-hidroxibutirato)

A sintese do P(3HB) tem inicio durante a fase de crescimento celular, a partir disso,
o polimero é produzido e acumulado em seu interior. Entretanto, caso nutrientes
essenciais como ferro, potassio, magnésio e nitrogénio, encontrem-se limitados no meio
no qual ha excesso de carbono disponivel, um rapido crescimento celular com consumo
total do carbono disponivel e esgotamento dos nutrientes essenciais ocorrera,
resultando em limitacdo do crescimento e conversdo do carbono excedente em PHAs,
conforme Figura 5 (HOLMES, 1988).
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Figura 5: Imagem em microscopia eletronica de transmissdo de células de Cupriavidus
necator com granulos de P(3HB) em seu interior
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Fonte: KOLLER et al., 2012

A produgdo de PHA por diferentes cepas bacterianas é principalmente governada
pela PHA sintase, das quais duas se destacam. A classe 1 da PHA sintase é capaz de
polimerizar hidroxiacil-CoA com cadeias curtas, compostas de 3 a 5 4&tomos de carbono.
Por outro lado, as PHA sintases de classe 2 apresentam especificidade para monémeros
de cadeias médias, que variam de 6 a 14 atomos de carbono. Quando ha predominancia
daclasse 1, o PHA resultante possui propriedades termopldsticas, enquanto na presenca
da classe 2 sdo formados elastdmeros (FERREIRA DA SILVA et al., 2007).

2.5 Métodos de extragdo de P(3HB)

Apds a etapa de producdo do biopolimero pelas células, a sua extracao intracelular
é necessaria. O processo usualmente segue etapas de rompimento ou desestabilizacdo
celular, separacdo do meio de cultivo da biomassa, recuperacdo do biopolimero e sua
purificacdo, essas etapas podem ser responsaveis por mais de 50% do valor do produto
final. Portanto, aspectos como redugdo de perdas durante a extracdo, preservagao das
caracteristicas fisico-quimicas e uso de quimicos de baixa toxicidade e de baixo impacto
ambiental sdo fundamentais para garantir a alta eficiéncia do processo de extracdo
(ALVES et al., 2017; FERREIRA DA SILVA et al., 2007).

Entre os métodos de extracdo, aqueles que utilizam solventes organicos sdo os mais
comuns e usualmente utilizam cloroférmio (RIEDEL et al., 2013), carbonato de propileno
(QUINES et al., 2015) ou acetona (JIANG; RAMSAY; RAMSAY, 2006). Digestores quimicos
também s3o utilizados, como o dodecil sulfato de sédio (SDS) e o hidréxido de sddio
(YANG et al.,, 2011). Recentemente técnicas que utilizam fluidos supercriticos e
digestores biologicos com enzimas também vém sendo estudados, obtendo-se
recuperagdes de até 89% e 90%, respectivamente (HEJAZI; VASHEGHANI-FARAHANI;
YAMINI, 2003; SUZUKI et al., 2008). Além dos quimicos, os métodos mecanicos também
sdao amplamente utilizados, como homogeneizadores de alta pressao, ultrassom ou
métodos que combinem ambos os agentes (GHATNEKAR; PAIl; GANESH, 2002).
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A utilizacdo de cloroférmio para a extracdo é amplamente utilizada pela sua alta
recuperagao e pureza do polimero apds remogao do solvente, chegando a cerca de 96%
e 98% + 1%, respectivamente. Tal extracdo se da pelas etapas de solubilizacdo do
material polimérico, sua filtracdo ou centrifugacdo e remocdo do solvente por secagem
ou precipitacao do biopolimero, pela adicado de um nao-solvente. Entretanto, apesar da
sua alta recuperacgao, pureza e simplicidade de metodologia de extracao, o cloroférmio
apresenta alta toxicidade e alto custo (ARAMVASH; MOAZZENI ZAVAREH; GHOLAMI
BANADKUKI, 2018; PACHECO, 2014; FINDLAY; WHITE, 1983).

Portanto, a busca por solventes ndo halogenados, atéxicos e de baixo custo é
necessaria para a viabilizacdo da producdo do poli(3-hidroxibutirato) em escala
industrial. Dessa forma, Rosengart et al. (2015) avaliaram a eficiéncia da extracdo de
P(3HB) da bactéria gram-negativa Burkholderia sacchari, utilizando os solventes ndo
halogenados anisol, ciclohexanona e etoxibenzeno e obtiveram as melhores
recuperacoes e purezas para os solventes anisol e ciclohexanona, de 97% e 96% para o
solvente anisol, e de 93% e 98% para a ciclohexanona. J& Aramvash et al. (2015)
analisaram a utilizacao de diferentes solventes nao halogenados e obtiveram resultados
promissores para o etanoato de butila e para o acetato de etila, obtendo os melhores
resultados para o acetato de etila a 103 °C, de 96% de recuperacdo e pureza de 99%.
Além disso, em comparac¢do com os outros solventes testados, e também em relacdo ao
cloroférmio, a massa molar do polimero obtido foi maior.

Os trabalhos citados se incluem na procura por solugdes de baixo custo, com baixo
impacto ambiental e baixa toxicidade para a recuperacao de poli-(hidroxialcanoatos),
com foco no escalonamento e na viabilizacdo econémica da producdo industrial destes
biopolimeros. Sob esta perspectiva, as diversas propriedades fisico-quimicas e de
citotoxicidade dos Lls os tornam candidatos promissores para serem empregados em
técnicas de extracdo celular, constituindo-se como possiveis solventes de escala
industrial. Consequentemente, estudos para determinar as condi¢cdes de processo e
avaliar a efetividade da utilizacdo dos LIs sdo fundamentais.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Quantificagdo de liquido i6nico

Para quantificacdo de liquido idnico em solugao utilizou-se metodologia adaptada
de Cao (2014). Tal metodologia consiste na medicao da absorbancia da solu¢do de LI em
agua em espectrofotometro UV-Vis. Devido a simplicidade deste método, esses testes
buscam compreender e avaliar a viabilidade da medicdo do LI cloreto de 1-
hexadecilimidazdlio (C1sMImCI), sua faixa de concentragdo de trabalho, comprimentos
de onda e influéncias de diferentes solventes e da temperatura, assim como a sua
estabilidade ao longo do tempo, visto que as demais metodologias existentes, como
HPLC, possuem maior complexidade para preparagdo das amostras.

As andlises foram realizadas em espectrofotémetro UV-Vis modelo T80, marca PG
Instruments Ltd, com varreduras entre os comprimentos de onda de 190 e 300 nm, visto
gue o pico do anel imidazdlico se da proximo a 210 nm, utilizando lampada de deutério
D2, cubeta de quartzo com caminho éptico de 1 cm e agua Milli-Q como branco. Avaliou-
se o comportamento e linearidade da curva de concentragcdo em relacdo a absorbancia
obtida para baixas concentrag¢des, entre 1 e 2,5 mg/L, e para altas concentragdes, entre
10 e 120 mg/L. Antes do preparo das solu¢ées o LI foi colocado em estufa de secagem
com circulacdo de ar for¢cada a 50°C durante 72 horas para remog¢do de umidade.

Para os testes iniciais em baixas concentragGes, solucdo estoque de 18,8 mg/L foi
produzida pela adi¢dao de 0,94 mg de LI em baldo volumétrico de 50 mL com dgua Milli-
Q. Em seguida, essa solucdo foi diluida pela remocdo de aliquotas por micropipeta e
transferida para baldes volumétricos de 10 mL para alcancar as diferentes
concentracgdes, conforme Tabela 2. Todos os pontos foram feitos em triplicata.

Tabela 2: Concentrag¢des de C1MImCl em dgua Milli-Q para construcdo de curva padrao.

Concentragao de Aliquota de Concentragao Aliquota de
C16MImCI solugdo estoque de Ci6MImCI solugcdo estoque
(mg/L) (mL) (mg/L) (mL)
18,8 Solugdo estoque 120,10 Solugdo estoque
2,35 1,2 99,68 8,3
1,88 1,0 79,27 6,6
1,50 0,8 60,05 5,0
1,13 0,6 39,63 3,3
0,94 0,5 20,42 1,7
- - 10,08 0,84

J4 para altas concentragles, seguiu-se procedimento similar ao anteriormente
descrito. Solugdes estoque de 120 mg/L foram produzidas e diluidas em baldo
volumétrico de 10 mL para as concentragées de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L. Todos os
pontos foram feitos em triplicata.
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Para avaliacdo da estabilidade das solugdes, novas medicdes foram realizadas apos
48 e 96 h, em temperatura ambiente. Também se avaliou o efeito da agitacdo antes da
medicdo da absorbancia, devido a grande formacdo de bolhas em concentracdes
superiores a 80 mg/L, as amostras foram agitadas seis vezes em tubo de vidro e tiveram
sua absorbancia medida novamente.

Para determinacdo do efeito da temperatura nos resultados obtidos por UV-Vis,
solugdes de 30, 60 e 120 mg/L foram colocadas em congelador para resfriamento
durante 10 min, atingindo temperaturas proximas a 13 °C. Em seguida, foram
submetidas a duas varreduras subsequentes, uma imediatamente apds sua
transferéncia para cubeta e outra apds 10 min com a solucdo dentro da cubeta, tempo
este suficiente para as amostras atingirem temperatura ambiente de aproximadamente
23 °C.

Solugdes de LI em etanol e metanol foram feitas nas concentracdes de 40, 60 e
80 mg/L para determinacgdo da influéncia do solvente, intensidade e modificagdo dos
picos caracteristicos. Para essas solucbes foi utilizado branco de etanol e metanal,
respectivamente. Todos os pontos foram feitos em duplicata.

3.2 Testes de interacao P(3HB) x liquido i6nico

Com o objetivo de verificar possiveis interacdes entre o LI com a cadeia
biopolimérica, realizou-se experimentos de contato entre solucdo de LI e o biopolimero.
Para isto, duas solugdes de concentragdo 1 mg/mL e 100 mg/mL de cloreto de 1-
hexadecilimidazdlio (C16MImCIl) com agua Milli-Q foram feitas. Posteriormente, 1 mL de
cada solugao foi colocada em contato com 0,05 g de P(3HB) comercial (Sigma-Aldrich)
por 24 h, sob agitacdo magnética a 30 °C, conforme a Figura 6.

Figura 6: Aparato experimental para contato de P(3HB) e solucdo de LI em banho
térmico a 30°C.

Fonte: Autor

Apds o contato, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi separado em tubo Falcon, previamente seco em estufa, para posterior
analise de concentracdo de LI por espectrofotometria UV-Vis e HPLC. Entdo, seguiu-se
com duas lavagens com 1 mL e 2 mL de agua, etanol ou metanol adicionado ao
precipitado e ressuspendido, passando por nova centrifugacdo a cada lavagem, sob
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mesmas condicdes e tendo o sobrenadante separado em tubo Falcon. Aliquotas foram
retiradas e diluidas com dgua Milli-Q para quantificacdo de LI em cada lavagem. A
metodologia descrita estd representada esquematicamente na Figura 7, os testes foram
realizados em duplicata.

Figura 7: Diagrama de metodologia experimental para contato P(3HB) - LI.

0,05 g PHB 1 mL solugdo de LI:
. * 1mg/mL
comercial

¥+ 100 mg/mL

Precipitado ressuspendido com

Precipitado ressuspendido com [
1mL de dgua/etanol/metanol

2mL de dgua/etanol/metanol Secagem do precipitado

em estufaa 60 °C

Tubo Falcon | &

24h com agitagioa 30 °C Centrifugagdo a 5000 rpm Centrifugagdo a 5000 rpm Centrifugagdo a 5000 rpm
por 10 min a 4°C por 10 min a 4°C por 10 min a 4°C

\— Remogao do sobrenadante 4—|

Aliquota para quantificagdo
de Ll em UV-Vis e HPLC

Fonte: Autor

Para quantificacdo do LI no sobrenadante apds as lavagens, utilizou-se metodologia
de HPLC adaptada de Stepnowski e Mrozik (2005). Para tal, as amostras, previamente
diluidas em agua Milli-Q para analise de espectroscopia UV-Vis, foram filtradas em filtro
de nylon, didmetro de poro 0,45 um, e diluidas com solucao aquosa de acetonitrila 40%
até atingirem proporcdo de 60:40 de acetonitrila. Por Ultimo, 10 uL das amostras foram
injetadas em equipamento de HPLC com coluna Luna Omega 5 pm Polar C18 100A,
150 X 4,6 mm, usando uma solucdo de 80% de acetonitrila e 20% de solu¢cdo tampao
(5 mmol KH2PO4 e 7,5 mmol H3PO4) como fase movel com vazdo de 1 mL/min e
temperatura da coluna de 35 °C. O detector utilizado foi do tipo DAD em comprimento
de onda de 216 nm. A quantificacdo de LI foi realizada utilizando uma curva padrao
previamente construida pelo Laboratério Tecnocat nas concentra¢des de 0,4 mg/L a
12 mg/L foi utilizada para determinacdo da concentracdo e estd apresentada na
Figura 8.
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Figura 8: Curva padrdo para quantificagao de LI via HPLC
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Fonte: Autor

Ja a massa seca resultante do contato P(3HB)-LI teve sua pureza determinada por
metodologia de propandlise e cromatografia gasosa (CG) descrita por Riss e Mai (1988).
Para a construcdo de curva padrdo quantidades de 5, 10, 20 e 40 mg de P(3HB) comercial
foram pesadas, enquanto para as amostras analisadas 30 mg foram coletadas. As massas
foram colocadas em frascos herméticos e submetidas a propandlise, levando a quebra
da cadeia polimérica e posterior transesterificagdo para sua quantificacdo por
cromatografia gasosa. Para a propandlise, 2 mL de n-propanol acidificado com acido
cloridrico (4:1 v/v), 2 mL de dicloroetano e 200 pL do padrdo acido benzoico (diluido em
n-propanol) foram adicionados aos tubos. Em seguida, os tubos foram fechados
hermeticamente e levados a banho térmico a 98 °C durante 2,5 h, sendo agitados
manualmente a cada 20 min. Apds, aguardou-se os tubos atingirem temperatura
ambiente e adicionou-se 4 mL de dgua destilada com posterior agitacdo. A fase organica
foi coletada e analisada em cromatdgrafo gasoso. Utilizou-se N, como gas de arraste a
2 mL/min, coluna Elite-WAX e detector de ionizacdo de chama. A curva padrdo obtida
que correlaciona massa de P(3HB) com a razdo das areas dos picos de P(3HB) e o padrao
acido benzoico estd ilustrada na Figura 9.
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Figura 9: Curva padrdo para quantificacdo de P(3HB)
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Fonte: Autor

A pureza do polimero foi calculada a partir da Equagdo 3.1, onde m,,_CG é a massa de
biopolimero obtida pelo resultado da analise de cromatografia gasosa e m,_CG é a massa
total de amostra pesada para analise de cromatografia gasosa.

Pureza [%] = :nnp'ggx 100 (3.1)
t-
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4 Resultados e Discussao
4.1 Quantifica¢do de liquido i6nico

Os testes iniciais realizados tiveram como objetivo a determinacao de picos de
absorbancia e de seus comprimentos de ondas para solugao de liquido i6nico cloreto de
1-hexadecilimidazdlio (C1sMImCI) em agua Milli-Q, conforme metodologia descrita na
Secdo 3.1. Na Figura 10, esta apresentado espectro obtido para solucdo de 20 mg/L
entre a faixa de 190 a 300 nm, sendo possivel identificar trés picos caracteristicos de
absorbancia para os comprimentos de onda de 194, 198 e banda larga préximo a regido
de 212 nm.

Figura 10: Espectro para solucdo de 20 mg/L de LI.
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Fonte: Autor

Na Figura 11 apresenta-se as curvas padrao obtidas para os diferentes picos de
absorbancia identificados em baixas concentragdes, entre 1 e 2,5 mg/L, de LI em
solucdo. Observou-se baixa correlacdo de linearidade, podendo ser constatada a partir
do valor de R? de, aproximadamente, 0,23 para os trés comprimentos de onda. Além
disso, é possivel verificar similaridade nos valores de absorbancia para 194 nm (a) e
198 nm (b).
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Figura 11: Curvas de calibragdo para solugGes de Ll entre 1 e 2,5 mg/L em diferentes
comprimentos de onda: (a) 194 nm; (b) 198 nm; (c) 212nm.
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Fonte: Autor

Devido a baixa linearidade na faixa de 1 a 2,5 mg/L, novas varreduras por
comprimento de onda e novas curvas de calibracao foram feitas para as concentrag¢des
de 10 a 120 mg/L. Nessa faixa de concentragdo, observou-se modificacdo dos picos
previamente identificados para comprimentos de onda de 193, 197 e 212 nm. Esse
comportamento pode ser parcialmente explicado pela maior interagao solvente-soluto
e soluto-soluto. Além disso, com o aumento da concentracdo de LI em solucdo, houve
maior aumento da intensidade da absorbancia na regido préxima a 212 nm, em relagao
as demais, conforme demonstrado na Figura 12. Segundo HAWKINS (2015), o pico
caracteristico para o cation imidazdlio se encontra proxima a regido de 210 nm.
Portanto, o aumento da intensidade da absorbancia na regido de 212 nm se da pelo
aumento da concentracdo dos cdtions em solugdo. Ja os picos de 193 e 197 nm podem
estar associados a transi¢ao das ligagdes > t* do grupo alceno (RCH=CHR) presente no
anel imidazédlico e suas interacdes com o solvente (KUBALL; HOFER; KIESEWALTER,

2017).
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Figura 12: Espectro para solugées de 10 a 120 mg/L de LI.
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Fonte: Autor
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Na Figura 13 apresenta-se as curvas padrdo obtidas para os diferentes picos

identificados para altas concentracdes, entre 10 e 120 mg/L. Para essa faixa de
concentracdo observou-se uma correlacao linear satisfatoria para os trés comprimentos
de onda, que pode ser constatada a partir do valor de R? de 0,9926; 0,9956 e 0,9961
para os comprimentos de onda de 193 (a), 197 (b) e 212 nm (c), respectivamente. Além
disso, para os comprimentos de onda de 193 e 197 nm os limites superiores de
quantificacdo sdo, possivelmente, maiores que 120 mg/L, uma vez que o valor de

absorbancia é inferior a 1, para 212 nm o

limite de quantificacdo ¢é de,

aproximadamente, 100 mg/L.

Figura 13: Curvas de calibracdo para solugGes de LI entre 10 e 120 mg/L em diferentes
comprimentos de onda: (a) 193 nm; (b) 197 nm; (c) 212 nm.
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Para averiguar a estabilidade das solugdes, novas medidas foram feitas apds 48 e
96 h de preparagao das solu¢des de LI. Para o comprimento de onda de 193 nm, foram
observados aumentos nos valores da absorbancia em medidas realizadas
imediatamente apds preparo das solucdes em relacdo a 96 h apds, chegando a varia¢des
de até 93% para a concentragdo de 10 mg/L, conforme demonstrado na Tabela 3. Esse
comportamento pode estar relacionado ao aumento das intera¢des e coordenacgdes
entre o LI e o solvente.

Tabela 3: Resultados de absorbancia em comprimento de onda de 193 nm para
solucdes de Ll ao longo do tempo.

Concentragao Variagdo 0 - 96h
(mg/L) Oh 48 h 96 h (%)
10 0,094 +£0,006 | 0,138+0,014 | 0,175* 93,73
20 0,148 £0,019** | 0,168 £0,011** | 0,216* 46,44
40 0,310+ 0,091** | 0,316 + 0,010** | 0,325* 5,01
60 0,384 +0,019 | 0,423+0,033 0,400* 4,26
80 0,509 £ 0,013 0,541 £ 0,026 0,645* 26,64
100 0,614 +£0,002 | 0,651+ 0,005 0,705* 14,88
120 0,687 £ 0,013 0,706 £ 0,016 0,729* 6,17

* Foi realizada uma Unica medida
** Foi realizada duplicata
Um comportamento similar foi identificado para o comprimento de onda de 197 nm,
com aumento da absorbancia ao longo do tempo, porém com variacdes de até 59%
para a concentracdo de 10 mg/L e menores varia¢cdes para as solu¢cdes de maior
concentracdo, conforme Tabela 4.

Tabela 4: Resultados de absorbancia em comprimento de onda de 197 nm para
solugdes de Ll ao longo do tempo.

Concentragao Variagdo 0 - 96h
(mg/L) Oh 48 h 96 h (%)
10 0,085+ 0,009 | 0,112 +0,006 0,135* 59,45
20 0,142 +£0,018** | 0,151 £0,013** | 0,205* 44,37
40 0,240 £ 0,004** | 0,278 £ 0,004** | 0,284* 18,58
60 0,381 + 0,020 0,410 £ 0,032 0,386* 1,40
80 0,521 +0,015 0,540 + 0,021 0,623* 19,65
100 0,648 + 0,003 0,675 + 0,001 0,715* 10,28
120 0,755+ 0,019 0,765 £ 0,022 0,799* 5,83

* Foi realizada uma Unica medida
** Foi realizada duplicata

Entretanto, para o comprimento de onda de 212 nm as varia¢des de absorbancias
foram menores, de até 15% para concentracbes de até 20 mg/L, quando comparadas
aos demais comprimentos de onda que chegaram até 94% para mesmas concentracoes,
conforme demonstrado na Tabela 5. Essa menor variacdo indica grande estabilidade da
ligacdo correspondente a esse comprimento de onda, mesmo para grandes periodos
entre a preparagao das amostras e suas medicgoes.
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Tabela 5: Resultados de absorbancia em comprimento de onda de 212 nm para
solugdes de Ll ao longo do tempo.

Con;:rfl;rLe)\cao oh a8 h 96 h Varlagzzl;’ )o - 96h
10 0,112+0,006 | 0,124+0,002 | 0,125* 11,28
20 0,187 +0,008** [ 0,190 + 0,008** | 0,214* 14,75
40 0,349 +0,004** [ 0,363 +0,004** | 0,366* 4,87
60 0,546 +0,015 | 0,557 +0,019 | 0,546* 0,06
80 0,765+0,019 | 0,769+0,022 | 0,807* 5,44
100 0,954 +0,005 | 0,962 +0,003 | 0,982* 2,90
120 1,143 +0,027 | 1,144+0,029 | 1,171* 2,45

* Foi realizada uma Unica medida
** Foi realizada duplicata

Para compreender o efeito da temperatura nas andlises de espectroscopia UV-Vis,
as amostras de LI em concentragdes de 30, 60 e 120 mg/L foram resfriadas conforme
descrito na Secdo 3.1 e tiveram sua absorbancia medida nas temperaturas de
aproximadamente 13 °C e 23 °C. Os espectros obtidos para solu¢do de 30 mg/L nas duas
temperaturas estdo apresentados na Figura 14. E possivel inferir que com a diminuigdo
da temperatura a absorbancia da amostra foi levemente maior para os comprimentos
de onda de 197 e 212 nm, aumento de aproximadamente 1%. Além disso, é importante
salientar o comportamento da regido de 193 nm, onde, com o resfriamento, houve
diminuicao de sua absorbancia, de aproximadamente 5%. Esse efeito também foi
identificado para as demais concentragées avaliadas, porém de menor intensidade para
60 e 120 mg/L. Esse comportamento foi identificado por Yarborough, Haskin e Lambdin
(1954) para diferentes compostos organicos em diferentes solventes, e pode ser
explicado pela diminui¢do das interagdes solvente-soluto diminuindo seu grau de
tautomerizacdo quando em solventes polares. Além disso, as transi¢des rotacionais
diminuem em menores temperaturas levando a maior definicdo das bandas eletronicas
vibracionais. Portanto, podemos afirmar que os picos de 197 e 212 nm estdo
relacionados a bandas vibracionais, enquanto o pico de 193 nm esta associado a
interagdes entre o Ll e o solvente.

E importante salientar que durante as medi¢des ocorreu uma pequena formacéo de
condensacdao de umidade ambiente na parte externa da cubeta contendo a amostra,
levando a modifica¢Ges na absorbancia medida durante a analise. Para maior precisao
da influéncia da temperatura nos picos identificados, se faz necessaria a avaliagdo em
espectrofotometro com controle de temperatura. Contudo, a partir das analises ja
realizadas o pico de 212 nm demonstrou boa estabilidade ao longo do tempo e sob
variagoes de temperatura.
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Figura 14: Espectro para solucdo de 30 mg/L em temperatura ambiente (=23 °C) e
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de 1-hexadecilimidazélio uma grande formacdao de bolhas foi identificada para as
solugdes de concentragdo superiores a 80 mg/L. Portanto, efeitos de agitagdo foram
avaliados. As solucbes previamente preparadas foram agitadas seis vezes dentro de
tubo de vidro e tiveram sua absorbancia medida novamente. Conforme demonstrado
na Figura 15, a agitacdo da amostra resultou em maiores valores de absorbancia, com
aumento de 3, 5 e 7% para os comprimentos de onda de 212, 197 e 193 nm,
respectivamente. Esse efeito, possivelmente devido a maior interacdo soluto-solvente,
foi identificado para todas as concentraces entre 10 e 120 mg/L, apesar da menor
formacdo de bolhas para as concentrag8es inferiores a 40 mg/L.

Figura 15: Espectro obtido para solugdo de 100 mg/L sem e com agitagdo
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Para avaliar a influéncia do solvente na espectroscopia UV-Vis solu¢des de LI em
etanol e metanol foram produzidas nas concentragdes de 40, 60 e 80 mg/L. A solugdo
de LI em etanol apresentou um comportamento similar ao identificado para agua Milli-
Q, com pico caracteristico préoximo a regido de 212 nm, mas ndo apresentou os picos em
193 e 197 nm, conforme demonstrado na Figura 16. Ademais, é importante destacar
gue tanto o etanol como o metanol possuem comprimento de onda de corte em
205 nm, portanto os picos caracteristicos em menores comprimentos de onda ndo sdo
visiveis na espectroscopia. O comprimento de onda de corte na espectroscopia UV-VIS
estd relacionado ao limite inferior de comprimento de onda em que um determinado
material exibe absorgao significativa de radiagdo ultravioleta ou visivel e devido a
utilizacdo de branco com mesma substancia esses picos sdo suprimidos do espectro
obtido.

Figura 16: Espectro obtido para soluces de 40 a 80 mg/L de LI em etanol.
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Fonte: Autor

Entretanto, para as solugdes de LI em metanol, diferentes picos caracteristicos foram
identificados em 218 e 221 nm, porém para a solucdo de 80 mg/L os picos foram
identificados em 219 nm e 221 nm. Além disso, com o aumento da concentragdo, o
aumento da absorbancia foi maior para o pico de 221 nm, estando possivelmente
associado ao anel imidazélico do liquido i6nico, assim como foi observado para solucao
em agua Milli-Q no comprimento de onda de 212 nm. Cabe salientar que a absorbancia
para a solucdo de 80 mg/Lem 221 nm foi superior a 1, portanto o limite de quantificacdo
superior para o LI em metanol é inferior a esse valor.
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Figura 17: Espectro obtido para solu¢des de 40 a 80 mg/L de LI em metanol.
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Para quantificar o LI CisMImCI em solucao, é essencial considerar condi¢des como
temperatura, tempo de preparo, comprimento de onda, agitacao e tipo de solvente ao
construir curvas padrdo e realizar a sua quantificacdo precisa. Portanto, para a
guantificacdo de LI em solucdo, a adocdo de condicGes padrdo é fundamental para a
obtencdo de resultados precisos. Dessa forma, adotou-se o comprimento de onda de
212 nm, solug¢do e branco com dgua Milli-Q, sem agitacdo da amostra e curva padrao
realizada imediatamente apds preparo das solucbes e em temperatura ambiente,
devido a maior estabilidade nessas condig¢des.

4.2 Testes de interagdo P(3HB) x liquido ionico

Com o objetivo de avaliar possiveis interacdes entre o liquido ibnico e o biopolimero,
solugdes de LI nas concentragdes de 1 e 100 mg/mL em agua Milli-Q foram colocadas
em contato com massas conhecidas de P(3HB) comercial a 30 °C, lavadas com
ndo-solvente, secas em estufa a 60 °C, conforme metodologia descrita na Secdo 3.2, e
comparou-se a massa seca final obtida (M3-M1) e a massa de polimero inicialmente
pesada (M2), obtendo-se os resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7, para as
concentragdes de 1 e 100 mg/mL, respectivamente.

Tabela 6: Valores de massa medidos antes (M2) e ap6s contato (M3-M1) com solugdo
de 1 mg/mL de LI

Massa tubo Massa Massa Falcon Desvio
Solvente | Amostra Falcon P(3HB) + P(3HB) seca | M3-M1 (M3-M1-M2)/M2
(M1] [M2] [M3]
Milli-Q 1 5,1704 0,0500 5,2197 0,0493 -1,400 %
illi-
2 5,1665 0,0499 5,2166 0,0501 0,401 %
Etanol 3 5,1954 0,0513 5,2460 0,0506 -1,365 %
ano
4 5,1673 0,0509 5,2179 0,0506 -0,589 %
5 5,3120 0,0510 5,3608 0,0488 -4,314 %
Metanol
6 5,2646 0,0506 5,3144 0,0498 -1,581 %
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Tabela 7: Valores de massa medidos antes (M2) e apds contato (M3-M1) com solucdo
de 100 mg/mL de LI

. R Mansla tubo 2?;;5;) M;(s:s;)alcon N Desvio
olvente | Amostra alcon + seca -
(M1] (M2] [M3] (M3-M1-M2)/M2
Milli-Q 7 5,2143 0,0511 5,2665 0,0522 2,153 %
5,2642 0,0501 5,3148 0,0506 0,998 %
Etanol 9 5,2110 0,0506 5,2660 0,0550 8,696 %
10 5,3065 0,0498 5,3582 0,0517 3,815 %
11 5,1628 0,0501 5,2133 0,0505 0,798 %
Metanol
12 4,8738 0,0500 4,9250 0,0512 2,400 %

A partir dos dados apresentados nas tabelas 6 e 7, é possivel inferir que as lavagens
com diferentes solventes foi efetiva na remog¢ao do LI em contato com o biopolimero,
de forma que os desvios obtidos ndo foram muito elevados. Os maiores desvios de
massa pesada foram referentes as solucdes que estiveram em contato com a solucdo de
maior concentragdo, 100 mg/mL. O desvio de 8,7 % (4,4 mg) para a Amostra 9 pode ser
explicado pela ndao remocao total do sobrenadante, levando a maior presenca de Ll apds
secagem. Entretanto, as demais amostras apresentaram desvios inferiores a 4%. Dessa
forma, para a total remocgdo do LI presente, um maior nimero de lavagens deve ser
realizado para aquelas que tiveram contato com solucdes de concentracdo de
100 mg/mL. Contudo, é importante ressaltar que as massas em contato com a solucdo
de 1 mg/mL apresentaram desvios negativos. Tais desvios foram ocasionados pela
sucgao do P(3HB) junto do sobrenadante, como posteriormente confirmado pelo
aparecimento de pequena quantidade de precipitado branco nos tubos em que foram
armazenados. Portanto, para essas massas nao é possivel afirmar quantitativamente a
massa de Ll ainda presente junto a massa de biopolimero.

Para a quantificacdo da concentracdo de LI ao longo das lavagens, utilizou-se
espectroscopia UV-Vis nas condi¢cdes e curva padrdo definidas na Secdao 4.1. Apds
remocdo do sobrenadante, aliquotas foram retiradas e diluidas em agua Milli-Q. E
importante salientar que, para as amostras que passaram por lavagem com etanol ou
metanol, a presenga desses solventes junto a amostra pode levar a pequenos desvios
na medicdo de sua absorbancia e, consequentemente, desvios na quantificacdao de LI,
ndo sendo possivel a comparacao direta das concentracdes entre amostras, sendo
necessaria a utilizacdo de branco adequado para cada solucdo. Nas Tabelas 8 e 9 estdo
apresentadas as concentracdes do sobrenadante removido das amostras que estiveram
em contato com solucdo de LI de 1 mg/mL e 100 mg/mL, respectivamente, onde LO é a
concentracdo do sobrenadante removido sem lavagem, L1 com lavagem utilizando 1 mL
de solvente e L2 lavagem com 2 mL. A reducdao de concentragao foi calculada pela
variacdo entre a concentragdo da lavagem e a concentracao do sobrenadante LO.



DEQUI / UFRGS - Yuri Costa Marin

27

Tabela 8: Concentracdo e massa de LI no sobrenadante de amostras contendo P(3HB)
em contato com solugdo de 1 mg/mL apds sucessivas lavagens.

o Concentrac¢do na | Massa de LI .
Concentragao . Redugao
Solvente | Amostra | Lavagem aliquota (mg/L) amostra removido (%)
(o)
(mg/L) (mg)
LO 42,11 1052,67 1,053 -
1 L1 22,53 375,47 0,375 -64,3
. L2 16,74 278,98 0,558 -73,5
Milli-Q
LO 45,37 1134,25 1,134 -
2 L1 26,21 436,87 0,437 -61,5
L2 15,26 254,41 0,509 -77,6
LO 37,37 934,25 0,934 -
3 L1 50,74 845,64 0,846 -9,5
L2 10,00 166,70 0,333 -82,2
Etanol
LO 40,63 1015,83 1,016 -
4 L1 36,32 605,29 0,605 -40,4
L2 12,00 200,03 0,400 -80,3
LO 42,95 1073,73 1,074 -
5 L1 43,58 726,34 0,726 -32,4
L2 16,11 268,45 0,537 -75,0
Metanol
LO 40,84 1021,10 1,021 -
6 L1 37,26 621,08 0,621 -39,2
L2 16,63 277,22 0,554 -72,9
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Tabela 9: Concentracdo e massa de LI no sobrenadante de amostras contendo P(3HB)
em contato com solugdo de 100 mg/mL apds sucessivas lavagens.

Concentracdo | Concentracdo | Massa de LI "
, . Redugado
Solvente | Amostra | Lavagem aliquota amostra removido (%)
0
(mg/L) (mg/L) (mg)
L0 68,74 114564,24 114,564 -
7 L1 21,37 17808,43 17,808 -84,5
o L2 2,95 - - -
Milli-Q
LO 62,63 104388,80 104,389 -
8 L1 20,21 16843,52 16,844 -83,9
L2 1,79 - - -
LO 74,00 123336,17 123,336 -
9 L1 16,32 13597,91 13,598 -89,0
L2 0,95 - - -
Etanol
LO 62,74 104564,24 104,564 -
10 L1 18,00 15001,42 15,001 -85,7
L2 2,00 - - -
LO 68,95 114915,11 114,915 -
11 L1 24,42 20352,29 20,352 -82,3
L2 1,48 - - -
Metanol
Lo 55,90 93160,73 93,161 -
12 L1 17,16 14299,66 14,300 -84,7
L2 1,79 - - -

A partir dos dados apresentados, podemos concluir que, apds sucessivas lavagens,
ocorreu a diminui¢do da concentracdo de LI nas amostras a até 80% do valor inicial, para
as amostras em contato com solugdo de 1 mg/mL de LI, e superiores a 82%, com apenas
uma lavagem, para as amostras em contato com solugdo de 100 mg/mL. Entretanto,
para a lavagem L1 da Amostra 3 uma redugdo de apenas 9,5% foi observada, o qual
sugere a ocorréncia de erro de procedimento na coleta do sobrenadante e/ou sua
diluicdo. Além disso, devido a diluicdes excessivas, para as lavagens L2 das Amostras 7 a
12 foram obtidos valores inferiores ao limite do intervalo adequado para utilizacdo da
curva padrao, nao sendo possivel a determinagao da concentragdo dessas amostras.

Além disso, é importante salientar que os valores de LO para as Amostras 3 e 12
foram os Unicos condizentes com as concentragdes iniciais das solugées de LI
adicionadas ao P(3HB), de 1 mg/mL e 100 mg/mL, respectivamente. Entretanto, para
todas as amostras, o somatdrio da massa removida durante as lavagens foi superior a
massa de Ll adicionado inicialmente. Os valores superiores a concentracdo e a massa da
solugdo adicionada podem estar associados a desvios durante procedimento de diluicdo
das amostras, variagdes inerentes a metodologia de espectroscopia UV-Vis e,
consequentemente, desvios devido a equag¢do da curva padrao, assim como influéncia
do etanol e metanol presente nas amostras que passaram por lavagem com esses
solventes. Além disso, em andlises realizadas previamente a este trabalho, uma pequena
guantidade de acido crotbnico foi identificada nas amostras apds contato do LI com o
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P(3HB). Mojaveryazdi et al. (2014) realizaram espectroscopia UV-Vis para PHA
produzido por P. oleovorans e para o acido croténico solubilizados em cloroférmio e
identificam pico de absorbéancia para essas substancias entre 230 e 240 nm. Portanto,
a presenca de acido crotonico junto as amostras de Ll avaliadas em UV-Vis pode ser uma
das causas para o aumento na absorbancia, sendo necessdria a varredura por
comprimento de onda na regido do UV para identificacdo desses picos.

Para validacao dos resultados obtidos por espectroscopia UV-Vis, seguiu-se com
analise em HPLC, conforme metodologia descrita na Sec¢do 3.1. Devido ao tempo
necessario para cada analise e o prazo disponivel para finalizacdo do presente trabalho,
optou-se por ndo a realizar para as duplicatas. Os valores obtidos para as concentracdes
de LI por HPLC estdo apresentados nas Tabelas 10 e 11 para as amostras em contato da
solugdo de LI de concentragdes de 1 mg/mL e 100 mg/mL, respectivamente, em
comparagao com os resultados obtidos por UV-Vis, assim como, a massa de LI removida
em cada lavagem.

Tabela 10: Concentragdo e massa de LI nas lavagens das amostras em contato com
solucdo de 1 mg/mL.

Conc?ntragéo Massa' LI | Concentragao | Massa LI Desvio (%)
Solvente | Amostra | Lavagem | UV-Vis (mg/L)| UV-Vis | HPLC (mg/L) HPLC (C2-C1)/C1
[C1] (mg) [C2] (mg)

LO 1052,67 1,053 360,99 0,361 -65,71
Milli-Q 1 L1 375,47 0,375 213,50 0,213 -43,14
L2 278,98 0,558 56,64 0,113 -79,70
LO 1015,83 1,016 428,08 0,428 -57,86
Etanol 4 L1 605,29 0,605 302,75 0,303 -49,98
L2 200,03 0,400 72,57 0,145 -63,72
LO 1021,10 1,021 342,75 0,343 -66,43
Metanol 6 L1 621,08 0,621 264,80 0,265 -57,36
L2 277,22 0,554 49,42 0,099 -82,17

Tabela 11: Concentragdo e massa de LI nas lavagens das amostras em contato com
solugdo de 100 mg/mL.

Conc?ntragéo Massa' LI | Concentragao | Massa LI Desvio (%)
Solvente | Amostra | Lavagem | UV-Vis (mg/L)| UV-Vis | HPLC (mg/L) HPLC (C2-c1)/C1
(C1] (mg) [C2] (mg)

LO 114564,24 | 114,564 93288,66 93,289 -18,57
Milli-Q 7 L1 17808,43 17,808 4845,96 4,846 -72,79
L2 2457,56 4,915 1162,86 2,326 -52,68
LO 123336,17 | 123,336 97025,95 97,026 -21,33
Etanol 9 L1 13597,91 13,598 9829,92 9,830 -27,71
L2 790,89 1,582 404,13 0,808 -48,90
LO 114915,11 | 114,915 91667,89 91,668 -20,23
Metanol 11 L1 20352,29 20,352 16505,14 16,505 -18,90
L2 1229,49 2,459 696,50 1,393 -43,35
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A partir dos resultados apresentados, é possivel inferir que as amostras que
estiveram em contato com solugdo de 1 mg/mL de LI apresentaram grandes desvios.
Esses desvios podem estar relacionados a presenca de acido crotdonico em todas as
amostras, assim como a presenga de etanol ou metanol nas amostras que passaram por
lavagem com esses solventes. Além disso, devido as baixas concentracdes nas lavagens
L2 os resultados obtidos foram préoximos, ou menores, ao limite inferior da curva padrao
de HPLC utilizada resultando em maiores desvios. Porém, o somatério das massas
removidas durante as lavagens foi condizente com a massa inicialmente adicionada de
LI, tendo removido aproximadamente 0,7 mg para todos os solventes analisados.

Ja para as amostras que estiveram em contato com solugdo de 100 mg/mL de LI
esses desvios foram menores, que pode estar relacionado a menor presenga de etanol
ou metanol durante analise de UV-Vis devido a maior diluicdo da amostra em agua Milli-
Q. O grande desvio na lavagem L1 da Amostra 7 pode estar relacionado a maior
solubilizacdo do acido crotonico em dgua Milli-Q do que nos demais solventes, sendo
necessario novas analises para sua elucidagdo. E importante salientar que para as
lavagens L2 das Amostras 7, 9 e 11 nao foi possivel a sua quantificagao por UV-Vis devido
a diluicdes excessivas e, consequentemente, valores de concentracao fora da curva
padrao.

Entretanto, apesar dos desvios observados, a reducdo nas concentracdes obtidas
por andlise em HPLC confirma a eficiéncia das lavagens sucessivas para remoc¢do do
liguido ibnico em contato com o biopolimero, sendo superior a 83% para as amostras
em contato com solugdo de 1 mg/mL e superiores a 98% para as amostras em contato
com solucdo de 100 mg/mL. Porém, para as Amostras 7, 9 e 11 o somatério das massas
removidas durante as lavagens foi superior ao inicialmente adicionado de LI,
possivelmente devido a valores préoximos ao limite inferior de quantificagao da curva
padrdo e/ou menor definicdo do pico caracteristico em HPLC, mas, ainda assim, mais
proximos ao valor de massa de LI adicionado do que aqueles observados por
espectroscopia UV-Vis.

Para determinacdo da pureza do P(3HB) resultante procedeu-se com metodologia
de propandlise e cromatografia gasosa, assim como descrito na Secdo 3.2, e podem ser
observadas na Tabela 12. Todas as corridas cromatograficas foram feitas em duplicatas
e o valor considerado foi a média de ambos os resultados. A partir dos resultados, é
possivel ver inconsisténcia nos valores obtidos, visto que para todas as amostras, com
excecdo das de numero 5, 9 e 11, a massa medida por CG-FID foi superior a massa
pesada inicialmente. Esse fendmeno pode ter ocorrido devido a quebra do liquido i6nico
em anel imidazédlio e grupo alquil Ci6 durante procedimento de propandlise acida do
P(3HB), levando a interferéncia nos sinais registrados na cromatografia, sendo
necessario novos estudos para determinagdao dos mecanismos de rea¢do e possiveis
produtos formados (SIEDLECKA et al., 2011).
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Tabela 12: Pureza obtida para amostras de P(3HB) apds contato com solugdo de Ll e
sucessivas lavagens.

1 mg/mL 100 mg/mL
m, CG m; CG Pureza m, CG m, CG Pureza
Amostra ) @ I R @ (%)

1 0,0299 0,0315 105,4% 7 0,0303 0,0332 109,5%
2 0,0300 0,0333 111,0% 8 0,0300 0,0311 103,7%
3 0,0305 0,0350 114,9% 9 0,0303 0,0298 98,3%
4 0,0299 0,0325 108,8% 10 0,0302 0,0340 112,5%
5 0,0298 0,0280 94,5% 11 0,0300 0,0265 88,3%
6 0,0298 0,0322 108,1% 12 0,0299 0,0299 100,0%

Portanto, ndo foi possivel determinar a pureza do biopolimero por metodologia de
propandlise. Assim, faz-se necessario a realizacdo de novos testes que elucidem a
interferéncia do LI na precisdo da metodologia de propandlise e cromatografia gasosa.
Por exemplo, poderia ser realizada cromatografia em GC-MS para determinacdo da
massa dos possiveis fragmentos formados.

5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

O presente trabalho teve como principais objetivos verificar interagdes do liquido
idnico cloreto de 1-hexadecilimidazélio com o biopolimero poli(3-hidroxibutirato), além
de avaliar metodologia para a quantificacdo do LI em solucdo por espectroscopia UV-
Vis. A partir do desenvolvimento deste trabalho, foi possivel chegar as seguintes
conclusodes:

1. Em relagdo aos testes para determinagao de interagdes entre o LI e o polimero
P(3HB), as sucessivas lavagens com agua Milli-Q, etanol ou metanol se
mostraram eficientes na remocao do LI apds contato com o biopolimero, tendo
reducdo na concentracdo de Ll superiores a 80% para todos os solventes
analisados.

2. O método testado para quantificacdo de cloreto de 1-hexadecilimidazélio, a
partir de espectroscopia UV-Vis na regido do UV apresentou resultados
consistentes e com boa reprodutibilidade para faixa de concentragdo entre 10 e
100 mg/L em agua Milli-Q e comprimento de onda de 212 nm. Entretanto, a
influéncia do tipo de solvente, e possiveis tracos presentes nas amostras, deve
ser considerada nas analises, sendo necessario definicdo de novas curvas padrdo
e utilizacdo de branco adequado.

Portanto, como sugestdo para trabalhos futuros a partir dos resultados
apresentados, uma investigacdo mais aprofundada da utilizacdao do LI cloreto de 1-
hexadecilimidazélio para a extracdao de P(3HB) intracelular é necessaria. Das quais,
analises de observacdo da acdo do LI em células por microscopia dptica (aumento de
1000x) ou via microscopia eletrénica de varredura (MEV) ao longo do tempo
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experimental de contato LI — células, assim como, otimizacdo da concentracdo de Ll para
a ruptura da parede celular e maior recuperagao do biopolimero sdo essenciais.

Entretanto, antes de estender o estudo a extracdo intracelular, se fazem necessarias
novas analises, como FTIR e 'H RMN, para quantificacdo da formacdo de &cido crotdnico
durante contato entre o LI e o biopolimero P(3HB), sendo essa uma das possiveis
influéncias durante a quantificacdo do LI por metodologia de espectroscopia no UV-Vis.

Destaca-se também a necessidade de investigacdo mais aprofundada dos
mecanismos reacionais do liquido iGnico apds processo de propandlise, através de
andlises de 'H RMN, 3C RMN, FTIR e GC-MS, visto a impossibilidade de determinacdo
da pureza do biopolimero com a utilizacdo dessa metodologia. Logo, também se faz
necessdria a realizacdo de procedimento de propandlise e cromatografia gasosa em
solugdo contendo apenas o LI para determinagdo de seus picos caracteristicos e possivel
influéncia na andlise de pureza de P(3HB).
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