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Palavras-chave

Resumo

Enantiomeros, liquidos ionicos quirais, sistemas aquosos bifasicos,
resolucdo quiral, excesso enantiomérico, acido mandélico.

A sintese de misturas racémicas, seguida de separacdo enantiomérica é
uma abordagem simples, flexivel e muito utilizada. No entanto, a
separacgdo de enantibmeros continua a constituir um grande desafio para
a industria farmacéutica pois enantiosseletividade apresentada por estes
processos € moderada e tem que ser compensada por processos
cromatograficos que apresentam limitacfes ao nivel do aumento de
escala e das quantidades que estes conseguem processar. Na Ultima
década, a separacdo e purificagdo de moléculas, usando sistemas
aquosos bifasicos (SABs) constituidos por liquidos idnicos (LIs) foi
extensivamente estudada, como alternativa aos sistemas tradicionais de
cromatografia ou extracdo liquido-liquido com solventes organicos ou
mesmo SABs convencionais de base polimérica.

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver SABs com liquidos
ionicos quirais (LIQs) enantiosseletivos, funcionando estes
simultaneamente como solventes e seletores quirais. Doze LIQs
compostos pelo catido tetrabutilamdnio ou colinio e por vérios anides
provenientes de diferentes aminoacidos quirais foram sintetizados e as
suas propriedades fisico-quimicas e ecotoxicidade caracterizadas.
Posteriormente, o0s LIQs sintetizados contendo o0 catido
tetrabutilamonio foram combinados com diferentes sais para formar
SABs, a fim de permitir a determinacdo dos respetivos diagramas de
fase ternarios a 25 (+1) °C e a pressao atmosférica. Estes sistemas foram

aplicados como plataformas de separacdo de enantiomeros de &cido
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mandélico. A particdo dos enantiomeros mostrou ser afetada pela
estrutura do LIQ e do sal utilizado, bem como pela presenga/auséncia
do ido Cu?*. Apesar dos excessos enantioméricos obtidos serem
pequenos, 0 SAB mais promissor consistiu no sistema constituido por
[Nasaa]2[L-Glu] + Na2SO4, tendo para este sido obtido um valor maximo

de excesso enantiomérico de 12,4 + 2,0 %.



Keywords

Abstract

Enantiomers, chiral ionic liquids, aqueous biphasic systems, chiral
resolution, enantiomeric excess, mandelic acid, enantiomers.

The synthesis of racemic mixtures followed by enantiomeric separation
Is the simplest, most flexible and more widely used approach. However,
the separation of enantiomers remains a major challenge for the
pharmaceutical industry, since the enantioselectivity of these processes
Is often moderate and must be compensated by using chromatographic
processes that have a limited scale up and processing capacity. In the last
decade, the separation and purification of several (bio)molecules, using
aqueous biphasic systems (ABS) composed of ionic liquids (ILs) has
been extensively studied as an alternative to the traditional
chromatographic techniques or liquid-liquid extraction with organic
solvents or even more conventional, polymeric ABS.

This study aims at developing enantioselective ABS with chiral ionic
liquids (CLlIs), simultaneously acting as solvents and chiral selectors.
Twelve CILs composed of tetrabutylammonium and cholinium cations
and several anions derived from different chiral amino acids were
synthesized and characterized regarding their physico-chemical
properties and ecotoxicity. These were then combined with different salts
to form ABS, allowing the determination of their ternary phase diagrams
at 25 (1) °C and under atmospheric pressure. These systems were
applied as platforms for the separation of mandelic acid enantiomers. The
enantiomers partitioning behaviour is affected by the CIL and salt
structure and by the presence/absence of Cu?* ions. Although the

enantioselectivities obtained were limited, the most promising ABS was
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composed Of [Nasas]2[L-Glu] + Na2SOs, which yielded a maximum

enantiomeric excess of 12,4 + 2,0 %.
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A quimica quiral foi descoberta por Louis Pasteur, quimico e bidlogo Francés, em
1848, quando separou pela primeira vez dois isomeros de sais de amonio e sodio do acido
tartarico por cristaliza¢do [1]. Contudo, s6 um século mais tarde se viria a descobrir que
este fenomeno de quiralidade, por vezes também chamado de estereoisomerismo,
enantiomerismo ou dissimetria, desempenha um papel crucial em diversos campos da
indUstria, nomeadamente a alimentar, agronoma e, principalmente, farmacéutica [2].

Existe quiralidade quando a estrutura de um composto apresenta pelo menos um
atomo de carbono com quatro substituintes diferentes, o designado carbono ou centro
quiral (Figura 1) [2]. Além do carbono, também o enxofre, o fésforo e 0 azoto podem
apresentar centros quirais [3]. Quando uma molécula ndo é sobreponivel a sua imagem
no espelho, analogamente as duas mados de uma pessoa, nem por rotacdo, nem por
translacdo, esta e a sua imagem sdo consideradas estereoisomeros, também designados
por enantiomeros ou isémeros oOticos [3]. Os enantiomeros embora tenham a mesma
férmula quimica diferem na atividade ética e na sua orientacdo espacial [2]. Podem,
portanto, ser classificados como levogiros (isomero |) ou dextrogiros (isomero d)
dependendo da forma como rodam o plano da luz polarizada [1]. E também possivel
distinguir enantidmeros através da sua estrutura espacial, isto €, pela sequéncia de ligacédo
dos substituintes ao centro quiral. Esta distingdo é possivel pela conven¢do de Cahn-
Ingold-Prelog, que define as prioridades dos grupos substituintes ligados ao centro quiral
[1]. Existem diferentes regras descritas, sendo a mais simples a que considera que 0s
substituintes de maior nimero atémico precedem aqueles de menor. Se esta sequéncia for
no sentido dos ponteiros do rel6gio o isémero € definido como R, caso contrario este €
classificado como S. Proteinas, enzimas, aminoacidos e hidratos de carbono sdo exemplos

de moléculas quirais [2].

Centro quiral

Figura 1- Estrutura representativa dos enantiomeros do farmaco ibuprofeno.
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Na industria farmacéutica, cerca de 56% dos produtos usados tém quiralidade e
88% destes sdo comercializados como misturas racémicas, ou seja, misturas equimolares
dos dois enantiomeros do mesmo composto quiral [4]. Apesar de terem a mesma estrutura
quimica, muitos dos enantiomeros possuem atividades biologicas bastante distintas,
nomeadamente farmacoldgicas, toxicoldgicas, metabdlicas, entre outras. Enquanto um
enantiomero pode ter efeito terapéutico, o outro pode ser inerte ou até possuir uma acao
toxica [5]. Numa mistura racémica, um deles pode anular o efeito biolégico do outro,
diminuir ou até mesmo levar a um efeito diferente do desejado, podendo causar efeitos
nefastos ao nivel da saide humana. Um exemplo marcante é o desastre da talidomida,
uma droga racémica amplamente utilizada na década de 60 para tratar nduseas durante a
gravidez. Enquanto o enantiomero R da talidomida era um sedativo seguro, o enantiémero
S causava mutacdes graves ao feto, levando ao nascimento de criangas com malformacdes
— comummente apelidadas como “Gera¢ao Talidomida” [6]. Com este incidente de
enorme impacto mundial, a problematica de lidar com farmacos quirais existe até aos dias
de hoje. Deste modo, quando se inicia o desenvolvimento de um farmaco quiral, para
além de ser necessario o conhecimento da sua estrutura, é também necessaria a
quantificacdo correta de cada enantiomero. Mais importante ainda €é avaliar a
farmacocinética de cada um dos enantidbmeros, ou da mistura dos mesmos, sendo assim
obrigatorio desenvolver ensaios quantitativos para cada um em amostras in vivo. Isto
permite estudar ndo s6 o potencial de interconversdo, mas também de absorcdo,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do dos enantiomeros. Quando o medicamento é um
racemato e os perfis farmacocinéticos dos enantidmeros sao diferentes, estes sdo entdo
monitorizados individualmente [7]. A par com a talidomida, também outros farmacos
quirais apresentam esta disparidade de efeitos. E o caso da levodopa, farmaco utilizado
para a doenca de Parkinson, por sua vez o enantiomero D €é biologicamente inativo e
provoca vomitos. Ao invés, as misturas racémicas continuam a ser largamente usadas de
forma segura, como o caso do ibuprofeno, cujos enantidmeros apresentam acao anti-
inflamatdria, e da varfarina, em que ambos os enantibmeros sdo anticoagulantes [7]. No
caso de um medicamento quiral consistir numa mistura racémica, a legislacdo imposta
pela FDA (do inglés U.S. Food and Drug Admnistration) [7] e EMA (do inglés European
Medicines Agency) [8] é bastante restrita, obrigando ao fornecimento de dados
farmacologicos e toxicologicos para os dois enantiomeros e mistura correspondente,
aconselhando o uso de enantidmeros puros. Dado este cenario, a existéncia de compostos

enantiomericamente puros revela-se crucial para aplicacdes farmacéuticas, contudo,
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existe um numero limitado de abordagens para a sua obtencdo. Essas abordagens podem
ser divididas em dois grupos, a sintese direta do enantiomero desejado, também designada
por sintese assimétrica, e a separacdo de misturas racémicas [9]. A Figura 2 esquematiza

estas duas abordagens e as metodologias principais englobadas por cada uma delas.

Composto enantiomericamente puro

I I

Sintese assimétrica Separacgdo de misturas racémicas
Catalisadores assimétricos Resolugdo cinética (dindmica)
Compostos naturais como ponto Membranas

de partida ( ex. aminoacidos)
Cristalizacéo

Fermentacgéo ]
Cromatografia

Auxiliares quirais Extraco liquido-liquido

L Sistemas aquosos bifasicos

Figura 2- Métodos de obtencédo de compostos enantiomericamente puros (adaptado de [9]).

A primeira abordagem, a qual valeu a entrega do prémio Nobel da Quimica em
2001 a William S. Knowles, K. Barry Sharpless e Ryori Nyori, envolve a sintese
assimétrica utilizando catalisadores assimétricos na producdo de compostos
enantiomericamente puros [10]. Neste tipo de método, a presenca de um catalisador quiral
enantiomericamente puro em pequenas quantidades pode promover as reacdes de
formacdo do composto com a quiralidade desejada, ou pelo menos de uma mistura
enriquecida num dos enantiomeros [9]. Os catalisadores quirais mais utlizados sdo 0s
complexos metal-ligando derivados de ligandos quirais, os organocatalisadores quirais e
os biocatalisadores. Esta diversidade de catalisadores permite que seja possivel selecionar
0 mais adequado para maximizar a eficiéncia da sintese, ou seja, a obtencdo de um
elevado excesso enantiomérico (i.e. medida de pureza de compostos quirais) [9]. Outra
das vias € a utilizacdo de compostos naturais enantiomericamente puros (e.g. aminoacidos
ou aclcares) numa sintese em que como produto final é obtido apenas um dos
enantidbmeros. Apesar desta técnica ser apelativa pelo baixo custo relativo das matérias-

primas naturais, o facto de o nimero de reacGes possiveis para determinadas moléculas
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ser restrito limita a sua aplicacdo [11]. Os métodos de fermentacdo tém como base o
metabolismo seletivo de microrganismos para produgéo de compostos opticamente puros,
sendo ja utilizados a grande escala na producdo de aminodcidos como aditivos
alimentares. Esta técnica tem a vantagem de usar matérias-primas baratas e tem como
limitacdo o nimero de produtos que podem provir de fontes naturais [12]. Outra técnica
enquadrada nesta primeira abordagem € a inducdo assimétrica, que consiste na
transformac&o de enantidmeros em diasteredbmeros, por exemplo, recorrendo a utilizagéo
de auxiliares quirais [9]. Estes ligam-se ao composto inicial, bloqueando fisicamente
determinadas liga¢cfes aquando da reacdo e permitindo um controlo sobre a estrutura do
composto final. A aplicacéo deste processo compreende dois passos, um de adi¢do e outro
de remocdo do auxiliar quiral. Contudo, o facto de esta técnica possuir duas etapas
distintas limita-a em termos de rendimento e de custo associado. Por outro lado, 0s
diasteredbmeros possuem propriedades fisico-quimicas diferentes, o que facilita a sua
separacao por processos simples, como a cristaliza¢ao [13].

No que diz respeito a segunda abordagem, que se baseia na separacdo de misturas
racémicas dos compostos pretendidos, esta apresenta um grau de flexibilidade derivado
da sua possivel aplicacdo na purificacdo dos produtos finais e das matérias-primas dos
processos envolvidos na primeira abordagem [11]. Também, as misturas racémicas
podem ser adquiridas a baixo custo, ou até obtidas através de uma sintese ndo seletiva,
muito mais simples do ponto de vista operacional do que a sintese assimétrica [11]. Para
a resolucdo de misturas racémicas podem ser aplicados varios métodos (Figura 2). Uma
destas técnicas designa-se por resolugdo cinética e tem como principio basico a diferenca
de consumo de dois enantidmeros numa rea¢do quimica, obtendo-se no final uma mistura
enriquecida no enantiomero menos reativo [9]. Apesar da sua operacao facil e simples,
esta técnica apresenta geralmente um maximo de conversdo baixo e a necessidade de um
passo adicional para separar o produto dos reagentes. De forma a combater estas
desvantagens, surge a resolugdo cinética dinamica [9], com a qual é possivel obter uma
conversdo de 100% devido ao equilibrio quimico entre os enantidmeros. No entanto, a
necessidade de identificar reagentes adequados e 0s requisitos elevados em termos de
pureza restringem a aplicagdo desta técnica. Outro método atrativo € a separagdo
utilizando membranas (liquidas ou solidas). Estas podem ser quirais, permitindo uma
separacdo direta, ou aquirais, assistindo no processo de separacao quiral [9]. A utilizacéo
destas membranas proporciona alguns beneficios ao processo de purifica¢do, sobretudo

do ponto de vista ambiental, nomeadamente a possibilidade de operar em continuo, a
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elevada eficiéncia energética e os elevados rendimentos [9]. A utilizacdo de membranas
quirais liquidas permite integrar o fracionamento em contracorrente [14], sendo no
entanto necessario considerar a instabilidade das membranas durante longos periodos de
utilizacdo [9]. A cristalizacdo é também uma técnica que segue este principio de
separacdo de misturas racéemicas [15]. Geralmente, os métodos de cristalizacdo
apresentam vérias vantagens no que diz respeito a sua ampla, facil e simples aplicacéo,
bem como o facto de aliar altas eficiéncias a custos reduzidos [9]. A cristalizacdo pode
também ser utilizada para purificacdo das misturas resultantes da aplicacdo de outras
técnicas, como por exemplo a partir da cromatografia e para a separacdo de
diasteredmeros (designada por resolucéo cléssica) [13]. Apesar da resolucao classica estar
limitada a rendimentos inferiores a 50 %, existe a possibilidade de otimizar o processo,
através da racemizacdo do enantidmero indesejado, aplicando novamente a estratégia
inicial. Este método foi ja testado na producdo do S-naproxeno com rendimento de 95 %
[16] e a nivel industrial para obtencdo de frovatriptano, duloxetina e eszopiclone [17]. A
cromatografia, particularmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do
inglés high-performace liquid chromatography), consiste noutra técnica largamente
utilizada para separacdo de racematos e, a par com a cristalizacdo, revelam-se as mais
estudadas. Uma primeira abordagem, designada por método indireto, envolve a
derivatizacdo da amostra com um agente quiral para produzir diasteredmeros, seguida da
separacao cromatografica com eluentes e fase estacionaria sem quiralidade (apoiando-se
nas diferencas fisico-quimicas dos diasteredbmeros). Os requisitos de pureza
enantiomérica do agente de derivatizacdo bem como a necessidade de dois passos tornam
esta metodologia menos atrativa dos pontos de vista operacional e econémico [18]. O
método direto, que ndo necessita de derivatizacao, adota colunas com fases estacionarias
quirais, as quais consistem normalmente em suportes de esferas de silica porosa
funcionalizados com um seletor quiral ligado covalentemente ou adsorvido [18]. E ent&o
permitido o ajuste da fase mével e/ou da fase estacionaria, 0 que torna esta metodologia
robusta, proporcionando inumeras solucGes para alcancar separagdes favoraveis [9]. A
aplicacdo de uma fase estacionaria quiral € normalmente 0 método mais conveniente, se
comparado com o uso de fases moveis quirais onde € dificil recuperar e reciclar os agentes
quirais envolvidos e obter eficiéncias igualmente elevadas [9]. De facto, 0 nimero de
fases estaciondrias quirais disponiveis no mercado esta permanentemente a aumentar, o

que permite também a separacdo de um amplo nimero de misturas racémicas [9]. Estas
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técnicas sdo largamente utilizadas na industria para purificar apenas pequenas
quantidades de enantidmeros.

A extracdo liquido-liquido surge por fim neste contexto, combinando os conceitos
de reconhecimento quiral e de extracdo com solventes alternativos. O principio do
reconhecimento quiral necessita da presenca de um seletor quiral para a formacéo de
complexos quirais. Entre o composto quiral alvo e o seletor quiral tém de ocorrer trés
interacbes intermoleculares simultaneas (electroestaticas, ligacbes por pontes de
hidrogénio, z-z, dipolo-dipolo ou van der Waals), sendo pelo menos uma delas
estereoquimicamente dependente, de modo a que a mistura racémica possa ser resolvida

[11]. Esta chama-se regra dos trés pontos e encontra-se representada na Figura 3.

Enantiémero R ) Enantiémero S
Seletor quiral

..-'--.,”D .-""u,”lA
]

B

AN

c

Figura 3 — Modelo dos trés pontos seguido pelos seletores quirais: A, B, C e D representam os
diferentes substituintes de um dos enantiémeros; as linhas representam as intera¢des de cada um

dos diferentes substituintes com o seletor quiral [11].

Um dos aspetos mais interessantes da extracdo liquido-liquido € a possibilidade de
poder ser aplicada em diferentes escalas de uma forma simples [11], mas também ser de
facil operacdo, apresentar custos baixos e ser de alta resolucéo, permitindo a purificacao
e concentragdo do composto alvo em apenas uma etapa [19, 20]. No entanto existem
algumas desvantagens, nomeadamente o risco de emulsdo e os grandes volumes de
solventes organicos utilizados, muitos deles tdxicos, inflamaveis e volateis [21]. Incluidos
na extracdo liquido-liqguido encontram-se os sistemas aquosos bifasicos (SAB),
introduzidos pela primeira vez por Albertsson nos anos 60 [22]. A sua formag&o tem como
base a utilizacdo de pares de dois polimeros (e.g. polietilenoglicol e dextrana), de um
polimero e um sal (e.g. polietilenoglicol e fosfato de potassio) [22, 23] e mais
recentemente, de dois sais [24] em solucdo aquosa. Quando os dois solutos sé&o misturados
em agua acima de uma dada concentracao, a formacao de duas fases aquosas de natureza

distinta e ricas em cada um dos formadores de fases é promovida [25]. A determinacéo
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dessas concentracdes é dada pelo diagrama de fases e curva de solubilidade (Figura 4), a
qual divide a regido de formacdo de duas fases aquosas imisciveis (regido bifasica),
daquela de miscibilidade completa (regido monofasica) [26]. Através da determinacédo
destas curvas é possivel aferir a composicdo da fase superior (FS componente 1, FS componente
2) € da fase inferior (FI componente 1, FI componente 2) de um SAB formado a partir de uma
mistura ternaria inicial (X, Y e Z). A linha de equilibrio ou tie-line (TL) do inglés é a
linha que une as composigdes especificas de cada uma das fases e 0 seu comprimento
(TLL, do inglés tie-line length) determina a diferenca das composicdes entre as fases [26].
Quando misturas ternarias distintas se posicionam ao longo da mesma TL (como o caso
de X, Y e Z), estas diferem em termos de razdo volumétrica ou massica, mas mantém a
composicdo das duas fases coexistentes. Posto isto, a determinacdo e caracterizagdo
cuidada de diagramas como o da Figura 4 apresenta importancia primordial para o
desenvolvimento de uma aplicacdo pretendida deste tipo de sistemas. Para o desenho
eficaz de uma dada aplicacdo, além das propriedades fisico-quimicas do sistema, também
a natureza e a estrutura da molécula alvo e as suas interagdes com os componentes do
SAB devem ser tidas em conta [26]. Neste contexto, o pH, a forca idnica, a temperatura
e a lipofilicidade do sistema sdo condi¢fes preponderantes. Este avango no campo dos
SABs impulsionou a sua aplicacao regular na separacao e purificacdo de varias moléculas,
nomeadamente antioxidantes, fa&rmacos, aminoacidos, incluindo até misturas racémicas
[27-31]. A sua grande vantagem prende-se com o facto de, ao mesmo tempo que mantém
as grandes vantagens dos processos tradicionais de extracdo liquido-liquido, eliminam o

uso de compostos organicos volateis [20].
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Figura 4 — Esquema de um diagrama de fases do sistema componente 1 + componente 2 + agua:
SCI - curva binodal; SI - tie-line; S — composi¢édo da fase superior; | - composi¢do da fase inferior;

X, Y e Z - composic¢do das misturas na regido bifasica (adaptado de [32]).

Existem varios trabalhos focados no uso de SABs convencionais no dominio da
resolucdo de misturas racémicas, onde os componentes para formacdo de fases mais
habituais sdo polimeros e sais. VVarias misturas racémicas, nomeadamente de aminoécidos
[33, 34], farmacos [35, 36] e building blocks [37-39], foram resolvidas usando este tipo
de sistemas. Para além do polimero polietilenoglicol em combinacdo com varios sais
inorganicos [21, 33, 37, 38] ou com o polimero dextrana [35] (SAB convencionais),
também as juncdes de etanol [36] com sais inorganicos e outros solventes organicos com
derivados de B-ciclodextrinas (B-CD) [40, 41] foram adotados neste tipo de estudos.
Como seletores quirais, 0s mais utilizados foram ciclodextrinas [21, 33, 36] e complexos
de cobre em ciclodextrina [19, 39], bem como a proteina albumina de soro bovino [35,
38]. No caso do artigo publicado por Li e Li [19], os autores otimizaram o uso de SABs
constituidos por polimeros e sais inorganicos utilizando complexos de cobre em
ciclodextrina como seletores quirais para a resolugdo de um racemato de acido a-
ciclohexilmandélico. Foram obtidas enantiosseletividades de 1,36 as quais indicaram que
estes sistemas podem ser promissores para aplicacdo em técnicas preparativas, embora
uma futura otimizacdo permanecga necessaria. Mais recentemente, em 2016, Wang e

colaboradores [41] reportaram SABs compostos por solventes organicos e derivados de
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B-ciclodextrinas na separacdo enantiomérica de uma mistura racémica do zopiclone
(medicamento hipnético). Depois de otimizadas as condi¢Bes e num Unico passo de
extracdo, 0s autores conseguiram obter um excesso enantiomeérico (e.e. %) de 32,66 % e
uma elevada recuperacdo dos enantiomeros (95,54 % para 0 S e 98,22 % para 0 R) [41].
Arai e Kuroda [35] estudaram o papel de proteinas como seletores quirais em SABs
constituidos por dois polimeros em cromatografia de contracorrente, na separacdo de
misturas racémicas de farmacos. Apesar da albumina de soro bovino promover um
maximo de e.e. % de 62 % do enantibmero R do antibio6tico ofloxacina, o desempenho
desta tecnologia revelou-se dependente da proteina aplicada e sua particdo no sistema
bifasico. Aplicando a proteina ovomucoide, a capacidade de resolugdo enantiomérica foi
menor [35].

Em 2003, Rogers e 0s seus colaboradores propuseram uma nova classe de SABs,
constituida por dois sais, um dos quais pertencente a classe dos liquidos ionicos (LIs)
[42]. Por definicéo, estes sdo compostos idnicos com temperaturas de fusdo inferiores a
100 °C [25, 29] devido ao tamanho dos seus ides, e que por serem assimétricos, provocam
uma reducdo nas forcas electroestaticas tornando dificil a formacdo de uma estrutura
cristalina [25]. O foco de interesse nos LlIs recai nas suas propriedades fisico-quimicas
Unicas, como a pressao de vapor desprezavel, a inflamabilidade nula, a alta condutividade
i6nica, bem como elevadas estabilidades térmica e eletroquimica [25]. No campo dos
SABs, duas das principais vantagens do uso destes compostos i6nicos sdo a grande
capacidade de solvatacdo de moléculas de um largo intervalo de polaridades [25, 29],
através de uma selecdo criteriosa do par catido/anido e o facto de incutirem menores
viscosidades, logo separacdo de fases mais rapida comparativamente aos SABS
constituidos por polimeros ou mesmo por um polimero e um sal [25]. Esta possibilidade
de manipulacdo do par ionico, juntamente com a diversidade de outros solutos com 0s
quais € possivel combinar os LIs para criar SABs para além dos sais (e.g. polimeros,
acucares, aminoacidos, entre outros), evidencia a versatilidade desta tecnologia do ponto
de vista de desenho e aplicagcdo [25]. Noutras palavras, através da sintese de um LI
especifico e da escolha do seu par catido/anido mais eficaz para formar SABs, é possivel
desenvolver metodologias especificas para uma dada aplicagdo. Apesar de existir uma
vasta gama de aplicagdes de SABs constituidos por LIs, nas quais a purificacéo de varios
tipos de moléculas foi estudada (ex. aminoacidos [43], proteinas [44], &cidos nucleicos
[45] e farmacos [46]), a sua aplicacdo na separacdo de enantiomeros € ainda muito

recente. Em 2014 surgiu o primeiro trabalho com sistemas de extragdo liquido-liquido
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(ELL) usando LlIs para a separacdo de enantiomeros [30]. Yue e co-autores [30]
reportaram a utilizacdo de sistemas de ELL compostos por LlIs derivados do imidazolio e
tampdo fosfato para a separacdo dos enantiomeros do acido mandélico. Neste estudo foi
utilizado como seletor quiral a B-CD e foi obtida uma enantiosseletividade (o) de 1,74.
Em 2015 surgem entdo trés trabalhos de SABs constituidos por LIs para a separacao
enantiomérica [31, 47, 48]. O foco de cada um destes trabalhos esté descrito na Tabela 1.
Chen e seus colaboradores [48] otimizaram a separagdo de enantiomeros do acido a-
ciclohexilmandélico utilizando SAB com os Lls tetrafluoroborato de 1-butil-3-
metilimidazolio  ([Camim][BF4]), tetrafluoroborato de 1-etil-3-metilimidazolio,
([Comim][BF4]) e dicianamida de 1-butil-3-metilimidazolio ([Camim][N(CN)2]), sendo
usado o sal sulfato de amonio ((NH4)2SOs4), e tendo como seletor quiral a hidroxipropil-
B-ciclodextrina (HP-B-CD). Os autores estudaram varios parametros influentes na
separagdo, como o tipo e concentracdo de LI, a concentracdo de sal, a temperatura, o
tempo de agitacdo, o pH e a concentragéo do seletor quiral. Os resultados deste trabalho
permitiram concluir que nem todos os SABs com LIs ttm a mesma habilidade de
resolucdo da mistura racémica de acido a-ciclohexilmandélico. Para o SAB composto por
[Camim][N(CN)2] foram obtidos os valores de o mais baixos, estando estes entre 0,98-
1,02. O SAB contendo [Csmim][BFs] foi o que mostrou uma maior capacidade de
separacdo, chegando a um valor de a de 1,59 num Unico passo de extracdo. Relativamente
ao trabalho de Wu e colaboradores [47], foram estudados SABs constituidos por liquidos
ionicos quirais (L1Qs), derivados da atropina, e diferentes sais de potassio, nomeadamente
o fosfato de potéssio (K3POa), fosfato de potéssio dibasico (K:HPO4) e carbonato de
potéssio (K2COs3) na presenca de acetato de cobre para a separacdo dos enantiomeros de
uma mistura racémica do aminoéacido fenilalanina. Um conjunto completo de parametros
foi testado (cadeia alquilica do catido do LI, o tipo e concentracdo de sal, a concentracdo
de fenilalanina, a quantidade de acetato de cobre, a quantidade de 4gua e a temperatura),
revelando influéncia ao nivel quer do comportamento dos diagramas de fase quer da
particdo do aminodacido-alvo. Verificou-se ainda que o mecanismo de interagéo é baseado
na formacgdo de um complexo ternério entre a D-fenilalanina, o ido cobre e o LI quiral,
sendo o enantiomero L transferido para a fase oposta (rica em sal). Nas melhores
condigdes estudadas, neste caso para 0 LI com cadeia alquilica de 8 carbonos em
combinacdo com o sal K;HPO4 na presenca de 35 mg/g de acetato de cobre, foi obtido
um valor de e.e. % na fase rica em sal de 65 % do enantiomero L da fenilalanina. Por

ultimo, Wu e co-autores [31] estudaram a separacdo de misturas racémicas de sete
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aminoéacidos diferentes (fenilalanina, isoleucina, treonina, tirosina, triptofano, serina e
acido aspartico), utilizando SABs formados por dois Lls sintetizados a partir do (R)-2-
amino-1-butanol e do imidazdlio, e pelo sal sulfato de sddio, Na2SO4. A fenilalanina foi
0 primeiro aminodcido estudado e verificou-se que o SAB contendo o LI
[C10H18N3O2][PFs] tem uma enantiosseletividade superior relativamente ao SAB
composto pelo LI [C11H2:1N4O2][PFs], 0 que os autores afirmam dever-se a interagoes
intermoleculares mais favordveis com o enantiomero D. Foi entdo validado o LI
[C10H18N3O2][PFe] para os restantes aminoacidos, e os valores de e.e. % obtidos variaram
entre 21 % e 53 %, sendo que o valor mais promissor, 53 %, foi obtido para a fenilalanina
e 0 valor mais baixo, 21 %, foi alcangado para a serina. Apesar dos resultados promissores
obtidos, as enantiosseletividades (dadas pelos valores de e.e.% ou o) apresentaram-Se
limitadas e os Lls utilizados até ao momento nestes estudos revelaram desvantagens
ambientais, isto porque contém anibes com acdo tdxica consideravel [49] elou
quimicamente instaveis [50, 51]. De facto, nestes trabalhos diferentes abordagens foram
testadas, nomeadamente o uso de LI apenas como solvente [48] mas também como
solvente e seletor quiral na presenca [47] e auséncia [31] do ido cobre. Apesar de alguns
autores ja incorporarem nos seus trabalhos alguns estudos que elucidam os mecanismos
de resolucdo enantiomérica em SABs constituidos por Lls [47], o papel dos LIs como

solventes e/ou seletores quirais permanece incompreendido.

Tabela 1 — Separacao de diferentes misturas racémicas utilizando SABs com LIs. Os

parametros de enantiosseletividade calculados correspondem ao excesso enantiomérico obtido

SouR]-[RouS]

numa determinada fase (e.e % = [ SI ] %X 100) e ao fator de separacéo (o =

[SouR]Fase1/[SOuR]Fase2
[RouS]Fase 1/[RouS]rasez

Seletor Mistura

Autor LI Sal . . Seletividade Ref.
quiral racémica
Chen [Camim][BF4] Acido o-
et al. [Comim][BFs]  (NH4)2SOs HP-B-CD ciclohexil- a<1.59 [48]
(2015) [Csmim][N(CN)2] mandélico
Wu et . K3POyg4
al. [Cn?;rcip;na]s[)P ro] KoHPO4 LI+ Cu?* Fenilalanina e.e. % =65% [47]
(2015) - K2COs
Wu et Misturas
[C10H18N3O2][PFe] racémicas de O — E7 0
(zgll.s) [C1tHo:NLO2][PFe] Na2SO4 LI VArios ee. % =53% [31]
aminoacidos
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Como referido anteriormente, uma das abordagens adotadas no desenvolvimento
de SABs para resolucdo enantiomérica envolve o uso de LIQs como seletores quirais.
Tendo em conta o carater designer solvent [52] destes compostos i6nicos, a incorporagao
de estruturas quirais ao nivel do catido e/ou do anido, possibilita a sua aplicacdo neste
campo [31, 36, 53, 54]. Na Figura 5 sdo apresentadas as estruturas de dois LIQs
sintetizados no trabalho de Wu e co-autores, os quais foram utilizados em SABs como

seletores quirais [31].

N

S

PF, o

Figura 5 — Estrutura dos L1Qs sintetizados por Wu e co-autores utilizados na separagéo de

aminoécidos utilizando SABs [31].

A sintese do primeiro LI remonta a 1914, com a sintese do nitrato de etilamonio,
([EtNH3][NO3]), por Paul Walden, o qual apresenta uma temperatura de fuséo entre 13-
14 °C [55]. Apesar deste tipo de compostos ter sido descoberto no inicio do século XX,
foi apenas nos ultimos anos, com o aparecimento de LIs estaveis ao ar e a agua, que a
investigacao e desenvolvimento de novos LIs e as suas possiveis aplicagdes aumentaram
significativamente [25, 56]. De uma forma geral, a sintese de LIs envolve duas etapas
distintas: a primeira abrange a sintese do catido pretendido, seguindo-se a troca anionica,
descrita pela substituicdo do anido de partida pelo anido que se pretende, tal como mostra
a Figura 6. A formacdo do catido pode ser efetuada, quer por protonacdo com um &cido
livre, quer por quaternizacdo de uma amina, fosfina ou sulfureto (geralmente recorrendo
a haletos de alquilo ou sulfatos de dialquilo). Relativamente as rea¢des de troca anidnica,
estas podem ser divididas em duas classes distintas, nomeadamente a reagéo direta de sais
de haletos com &cidos de Lewis ou pela metatese do anido. No primeiro caso, 0 método
envolve a combinacdo de sais de haleto com o &cido de Lewis nas devidas proporgoes,
formando-se o LI com o anido desejado. Esta reagdo € normalmente bastante exotérmica,

logo séo necessérios alguns cuidados na adicdo de um reagente ao outro. Embora os sais
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sejam termicamente estaveis, um pico de temperatura pode degradar o LI. Isto pode ser

evitado pelo arrefecimento da solugdo e pela adicdo lenta de um reagente ao outro.

Geralmente este método resulta na formacdo de diferentes espécies anionicas,

dependendo da propor¢do dos compostos de partida.

Formacio
do catido
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Figura 6 - Descricao das etapas principais e mais comuns envolvidas na sintese de LlIs.

Os LlIs podem também ser preparados pelo método da metatese do anido, o qual

consiste na troca anionica entre sais de haleto e um metal ou um sal de aménio, ou até

mesmo através da conjugacdo do acido correspondente ao anido desejado, tal como

esquematizado na Figura 6. A principal desvantagem deste método advém de nédo ser

possivel preparar LIs com pureza elevada, situacdo mais evidente nos LlIs hidrofilicos do

que nos hidrofobicos. Relativamente a preparacdo de LIs hidrofobicos, a reagcdo pode ser

realizada em solucdo aquosa, sendo o LI sintetizado separado durante a reacao e ficando

as impurezas dissolvidas na solugdo aquosa [57]. Para LlIs hidrofilicos a metatese é

geralmente realizada num solvente organico imiscivel em agua [58]. A mistura dai

resultante é posteriormente filtrada, sendo o filtrado lavado com &gua com o intuito de

remover qualquer vestigio do sal de haleto. Quanto maior a miscibilidade do LI em &gua,
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menor € a eficiéncia deste processo, o qual pode acarretar um rendimento mais baixo ou
mesmo levar a contaminacdo do LI com haletos [59]. Normalmente, a solubilidade dos
LIs em &gua é afetada pela natureza anidnica, bem como pelo comprimento da cadeia
alquilica (cadeias alquilicas mais longas permitem uma diminuicéo da solubilidade do LI
[60]). Assim, para a sintese de LIs com cadeias curtas deve-se procurar um meétodo
alternativo, pois o0 método de metatese pode ndo ser suficientemente eficaz. Todas estas
técnicas anteriormente abordadas relativamente a sintese de LIs se aplicam também a
sintese de LIs com quiralidade.

Quanto aos LIQs enantiomericamente puros a forma mais simples de os obter é
através da utilizacdo de precursores que ja apresentam quiralidade [61]. Como resultado,
é possivel obter LIs com quiralidade proveniente do anido [62-64], do catido [65, 66], ou
mesmo do catido e do anido simultaneamente [67]. Para o primeiro caso, ou seja,
quiralidade no anido, tem-se o exemplo em 1999, quando Seddon e colaboradores [68]
reportaram o primeiro L1Q, o L-lactato de 1-butil-3-metilimidazélio ([C4Ciim][L-Lac]).
Neste contexto, o LIQ foi sintetizado através de uma troca anidnica, ja mencionada
anteriormente, entre o [C4C1im]Cl e o (S)-2-hidroxipropanoato de sodio em acetona, tal
como descrito na Figura 7 [68]. O produto final foi entdo obtido depois de uma filtragcdo

para remoc¢édo do NaCl e da posterior evaporagdo da acetona.

COONa

Acetona
\// + NaCl
- \/N 7 o - \/N /k///

Figura 7 - Sintese do primeiro LIQ reportado em [68].

Outra técnica também utilizada para a sintese de LIs é a neutralizacdo, sendo que
esta explora a quimica simples &cido-base. Na literatura encontram-se inimeros trabalhos
que adotam este procedimento [64]. Allen e seus co-autores [62] reportam a aplicagéo
deste procedimento na sintese de LIs com quiralidade, utilizando o hidroxido de
tetrabutilamonio que é uma base forte, e que desprotona facilmente os grupos carboxilo
dos aminoacidos e acidos organicos utilizados, formando um sal carboxilato e &gua. Neste
trabalho em particular foram sintetizados varios LIQs em que a quiralidade se encontra
no anido, ou seja, no aminoacido ou no &cido organico. Na Figura 8 encontra-se

representado o esquema da reacdo abordada no trabalho referido.
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Figura 8 — Reacédo de neutralizacéo entre o hidroxido de tetrabutilaménio e distintos aminoacidos.

Em 2005, Fukumoto e co-autores [64] sintetizaram igualmente LIQs com
quiralidade no anido a partir de 20 aminacidos e do hidroxido de 1-etil-3-metilimidazoélio
através de uma reagdo de neutralizacdo. Tém sido reportados inimeros trabalhos que
recorrem a aminoacidos como material de partida para a sintese de LIQs [62-64]. As
principais razdes sdo a abundancia, o baixo custo e a sua alta pureza enantiomérica [63].
Além disso, os LIs provenientes de aminoacidos sdo considerados biorenovaveis, o que
constitui uma mais-valia do ponto de vista da quimica sustentavel [53]. Devido a presenca
de pelo menos um grupo carboxilo e de pelo menos um grupo amina na sua estrutura, 0s
aminoéacidos podem ser utilizados tanto como catido como anido na sintese de L1Qs [63].
Muitos dos catiGes quirais tém como precursores aminoacidos [69]. Também em 2005,
Tao e co-autores [70] reportaram a sintese de duas classes de LIQs contendo um catido
derivado de aminodcidos e esteres de aminoacidos. Neste estudo foram utilizados nove
aminoéacidos (L-glicina, L-alanina, L-fenilalanina, L-valina, L-isoleucina, L-treonina, L-
serina e L-prolina) e sete anides diferentes (NOs", BF4, PFe,, NTf,, SCN", CH3sCOO™ e
CH3CH(OH)COO"). A preparacdao destes LIQs ([AA]X) envolveu a reacdo de
protonacao, em que uma solucdo equimolar do aminoacido reagiu com um acido forte.
Neste trabalho foram determinadas as temperaturas de degradacdo e de fusdo dos LIQs,
bem como a sua rotacdo 6tica. Da ampla gama de LIQs sintetizados, a maioria apresentou
uma estabilidade térmica elevada (77 a 241°C) [70]. A diversidade de catibes quirais €
ampla, sendo os mais reportados os derivados do imidazélio [71], no entanto sdo comuns
catides quirais derivados de amonio [72], piridinio [73], agUcares [74], entre outros.
Relativamente a LIQs formados por um catido quiral derivado do amonio, surge como
exemplo o trabalho desenvolvido por Tran e co-autores [72], onde a sintese do LIQ (R)-
bis(trifluorometilsulfonil)imida de (3-cloro-2-hidroxipropil)-trimetilaménio e o

correspondente enantiomero S foi feita por uma reacdo de troca anionica. Os LIQs
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resultantes apresentaram-se extremamente estaveis a temperaturas elevadas, visto que, é
reportada uma temperatura de degradagdo acima dos 300 °C.

Quanto a LIs com dupla quiralidade, ou seja, quiralidade no catido e no anido, esta
€ uma area pouco explorada, estando apenas um trabalho reportado até ao momento, o
qual data de 2005 [67]. Neste trabalho os autores explicaram como se obtém o catido e o
anido separadamente, sendo o composto final obtido através de uma reagdo com uma
resina de troca ionica. Esta resina contém o anido sulfonato de (S)-canfora e substitui-o
entdo pelo anido que se encontrava anteriormente no composto, o anido tosilato, tal como

descrito na Figura 9.

K /\/\
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Figura 9 — O primeiro LI com quiralidade no anido e no catido reportado por Machado e co-

autores [67].

1.1. Objetivos

O presente trabalho tem como principal objetivo o desenvolvimento de novos LIQs
para ser usados como seletores quirais em SABs como alternativas mais eficientes
sustentaveis aos processos convencionais de separacdo de misturas racémicas. Como foi
exposto anteriormente, os métodos convencionais utilizados mais frequentemente
apresentam desvantagens significativas como o uso de solventes organicos volateis (e.g.
extracdo liquido-liquido), a limitacdo do aumento de escala (e.g. cromatografia) e/ou
baixa versatilidade do método (e.qg. cristalizacdo) [9, 15]. Apesar de promissores, 0os dados
existentes na literatura relativos a enantioseparagdes com SABs, e em particular com
SABs formados por LIs séo limitados face as mdaltiplas estruturas que podem ser usadas
[53]. Deste modo, e tendo em conta as vantagens ja descritas da aplicacdo de LIs em
SABs, a presente tese divide-se em duas principais etapas:

) Sintese e caracterizacdo de LIQs partindo de precursores naturais

abundantes e sustentaveis (aminoacidos, acidos organicos e colina);
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i) Desenvolvimento da tecnologia de resolucdo enantiomérica utilizando
SABs constituidos pelos L1Qs sintetizados na etapa i.

Numa primeira fase (i), serdo sintetizados 12 LIQs, através de neutralizacdo do
hidroxido de tetrabutilamonio ou do hidréxido de colinio com diversos aminoacidos, tais
como L-alanina, L-fenilalanina, D-fenilalanina, L-arginina, L-prolina, L-valina e acido
L-glutdmico, bem como com dois acidos organicos (acidos D-tartarico e L-tartarico). As
suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas serdo avaliadas, nomeadamente as
temperaturas de fusdo e degradacdo, viscosidade, densidade, indice de refracdo, a
atividade dtica e a ecotoxicidade para a bactéria marinha Vibrio fischeri.

Estes LI1Qs serdo, numa segunda etapa usados para, em combinacdo com diversos
sais organicos e inorganicos, a determinacdo dos diagramas de fase dos SABs
correspondentes, e sua posterior aplicacdo a separacao de misturas racémicas de acido
mandélico, aqui usado como molécula modelo. Vérios parametros incluindo a estrutura
do LI, tipo de sal e presenga/auséncia do ido cobre serdo testados nos estudos de particdo
do &cido mandélico nos SABs determinados. O &cido mandélico foi escolhido devido ao
seu interesse para a industria farmacéutica como precursor na sintese de varios farmacos,
como é o caso da penicilina e da cefalosporina [30]. Este composto e alguns dos seus
derivados sdo muito utilizados em aplicagdes farmacéuticas, nomeadamente no
tratamento de infegdes do sistema urindrio, devido as suas propriedades bacteriostaticas.
Este acido é também utilizado como constituinte de farmacos pela sua capacidade
analgeésica, antirreumatica e espasmolitica [9]. Os dois enantiobmeros R e S sdo agentes
quirais regularmente utilizados na resolucdo de misturas racémicas de alcoois e aminas
[75]. No entanto, o R-acido mandélico é aquele que mais interesse tem despertado, visto
que tem uma atividade bioldgica, nomeadamente analgésica e antirreumatica, superior ao

S- acido mandélico [30].
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2. Materiais e méetodos
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2.1. Materiais

Para a sintese dos LIQs os reagentes utilizados foram a solucdo de hidroxido de
tetrabutilamonio, [N44s4]OH (40 % (m/m) em agua) e solucdo de hidroxido de colinio,
[Col]OH (45 % (m/m) em metanol) provenientes da Sigma-Aldrich e varios aminoacidos
(AA), nomeadamente a D-fenilalanina, D-Phe (pureza > 98 % (m/m)), L-fenilalanina, L-
Phe (pureza de 99 % (m/m)) e L-arginina, L-Arg (pureza de 99 % (m/m)) da Sigma-
Aldrich; o &cido D-tartarico, D-Tar (pureza de 99 % (m/m)), &cido L-tartarico, L-Tar
(ACS reagente) e L-prolina, L-Pro (pureza de 99 % (m/m)) da Acros Organics; o acido
L-glutdamico, L-Glu (pureza de 99 % (m/m)) da Riedel de Haen , L-valina, L-Val (pureza
de 99 % (m/m)) da Fluka e L-alanina, L-Ala (pureza de 99 % (m/m)) da BDH. A agua
ultrapura utilizada na sintese dos LIQs foi destilada duas vezes e depois purificada num
Milli-Q plus 185. O metanol (HPLC Grade) e o acetonitrilo (pureza de 99,9 % (m/m))
utilizados no processo de limpeza da sintese foram adquiridos na CHEM-LAB e ha VWR-
BDH Prolabo, respetivamente. Para a preparagdo das amostras para RMN, o solvente
utilizado foi a &gua deuterada, DO (pureza de 99,9 % (m/m)) fornecida pela Eurisotop.
Os SABs estudados foram formados com os LIQs sintetizados e diferentes sais, entre eles
o sulfato de sédio, Na>SO4 (pureza de 99,99 % (m/m)), o carbonato de potassio, KoCO3
(pureza de 99 % (m/m)) e o fosfato de potassio monobasico, KH2PO4 (pureza de 99,5 %
(m/m)) provenientes da Sigma-Aldrich; o carbonato de sédio, Na,COs (pureza de 99 %
(m/m)) da Vencilab; o fosfato de potassio dibasico, KoHPO4 (pureza > 98 % (m/m)) da
JMVP, o fosfato de potéssio tribasico, KsPOs (pureza > 98 % (m/m)) da Acros Organics;
o citrato de potassio mono-hidratado, KzCsHs07.H20 (GPR rectapur) da Prolabo (VWR);
e o tartarato de potassio e sddio tetra-hidratado, KNaCsH406.4H20 (pureza de 99 %
(m/m)) da Scharlau. Em alguns destes sistemas foi também utilizado sulfato de cobre (1)
penta-hidratado, CuS04.5H.0 (pureza > 98 % (m/m)) fornecido pela AnalaR.

Para a preparacao da fase mdvel utilizada para as analises em HPLC-DAD utilizou-
se agua ultrapura (duplamente destilada e purificada num Milli-Q plus 185), metanol
(HPLC Grade) adquirido na CHEM-LAB, sulfato de cobre (IlI) penta-hidratado,
CuS04.5H20 (pureza > 98 % (m/m)) fornecido pela AnalaR e L-fenilalanina, L-Phe
(pureza de 99 % (m/m)) adquirida a Sigma-Aldrich. A aménia PA, NHz, para a preparacao
da solucéo aquosa a 25 % (m/m) foi adquirida a ChemLab. A fase movel foi filtrada

recorrendo a um sistema de filtragdo com filtros de membrana de celulose regenerada
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(0.45 um) fornecidos pela Sartorius. Antes de serem analisadas, todas as amostras foram
filtradas com filtros de seringa (0.45 pm) adquiridos na Specanalitica.

Por altimo, os enantiomeros modelo utilizados neste estudo foram o acido (R)-(-)-
mandélico, R-AM (pureza de 99 % (m/m)), e acido (S)-(+)-mandélico, S-AM (pureza de
99 % (m/m)), provenientes da Acros Organics. As estruturas quimicas dos dois

enantiomeros de acido mandelico encontram-se representadas na Figura 10.

OH OH

OHIIIIII

H OH

Enantidmero R Enantiomero S

Figura 10 - Estrutura dos dois enantiémeros de acido mandélico.

2.2. Métodos

2.2.1. Sintese e caracterizacdo dos LIQs
2.2.1.1. Sintese

Neste trabalho foram sintetizados L1Qs através de uma reacdo de neutralizacdo

entre o hidréxido de tetrabutilaménio e varios aminoacidos (AAs), nomeadamente D-
fenilalanina e L-fenilalanina, &cidos D-tartarico e L-tartarico, acido L-glutdmico, L-
arginina, L-valina, L-prolina e L-alanina de acordo com o reportado na literatura por
Allen e co-autores [62]. De forma breve, prepararam-se as solu¢fes dos aminoacidos em
agua ultrapura, estando estes com um excesso molar de 1,1 Eqg, com a excecdo do acido
L-glutdmico e dos &cidos D-tartarico e L-tartdrico em que a reacdo foi feita na
estequiometria 2:1, ou seja, 2 mol de hidréxido de tetrabutilamémio para 1 mol destes
aminoéacidos. A adicao da solucdo de hidroxido de tetrabutilamonio foi feita gota-a-gota
a 60 °C, tendo a reagdo decorrido & mesma temperatura, protegida da luz e sob agitagdo
controlada durante 2 horas. Ap0s a reagdo, evaporou-se a agua e removeu-se 0 excesso
de aminoécido (para os casos onde este foi usado) através da adicdo de acetonitrilo, no
qual os aminoacidos sdo insolaveis. O acetonitrilo foi entdo evaporado e os produtos
foram secos sob véacuo intenso (na ordem dos 1x10°2 mbar), durante 48h para remog&o de

todo o solvente.
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Sintetizaram-se também L1Qs com o hidréxido de colinio e os aminoacidos D- e L-
fenilalanina e &cido L-glutdmico seguindo o procedimento descrito por Santis e co-
autores [76]. A adicdo do hidroxido de colinio foi realizada a 0 °C e a sintese foi mantida
a temperatura ambiente e a atmosfera inerte devido a instabilidade do hidroxido de
colinio, durante a noite. A remocdo do excesso de aminodacido, a excecdo do [Col]2[L-
Glu] cuja estequiometria da reacdo foi de (2:1), foi efetuada recorrendo a uma mistura
acetonitrilo/metanol (9:1), na qual os amino&cidos se apresentam insolUveis. Depois de
filtrada a solucdo, a mistura acetonitrilo/metanol foi evaporada. Por fim, os compostos
obtidos foram secos sob vacuo intenso, na ordem dos 1x10° mbar, durante 48h para
garantir a remocgéo de todo o solvente. Todos os L1Qs foram guardados na auséncia de
luz e em atmosfera inerte.

Todas as estruturas dos L1Qs sintetizados foram confirmadas por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de °C, a 300 MHz e 75,47 MHz,
respetivamente. Para tal utilizou-se um Bruker AMX 300 (EUA), sendo o solvente usado
0 D20.

2.2.1.2. Determinacdo da temperatura de decomposi¢ao

A temperatura de decomposicao dos L1Qs sintetizados foi determinada através de
uma analise termogravimeétrica (TGA). Esta analise foi realizada num equipamento Setsys
Evolution 1750 (SETARAM). As amostras foram aquecidas num cadinho, sob uma
atmosfera de azoto, numa gama de temperaturas entre os 25 °C e os 800 °C, e com uma

rampa de aquecimento de 10 °C/min.

2.2.1.3. Determinacéo da temperatura de fusao

As temperaturas de fusdo dos LIQs sintetizados foram determinadas através de um
calorimetro de varrimento diferencial (DSC) Hitachi DSC7000X. O equipamento foi
previamente calibrado com um padrdo primario de calibracdo, indio, com uma pureza
superior a 99 % (m/m) e com uma rampa de aguecimento de 2 °C/min. Ap6s cada amostra
de LIQ (10 mg) ter sido selada num cadinho, foi sujeita a trés ciclos de arrefecimento e
aquecimento a 2 °C/min, partindo dos 20 °C até uma temperatura superior a temperatura
de fusdo do composto. Para evitar a condensacdo da agua dentro do cadinho introduziu-
se uma corrente de azoto alimentada a 50 cm=/min. A temperatura de transigdo tem uma
incerteza associada de + 2 °C. Para os LIQs liquidos, estas medi¢des foram realizadas

numa gama de temperaturas entre os -80 °C e os 50 °C.
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2.2.1.4. Densidade e viscosidade

As medicOes de densidade e viscosidade foram realizadas utilizando um
viscosimetro—densimetro automéatico SVM3000 Anton Paar rotacional Stabinger numa
gama de temperaturas entre 20 °C e 80 °C a pressdo atmosférica e com rampa de
temperatura de 5 °C. A incerteza absoluta da densidade é de + 5x10* g/cm?, a incerteza

relativa da viscosidade é 0,35 % e a incerteza associada a temperatura é de + 0,02 °C.

2.2.1.5. Indice de refragdo

O indice de refracdo de cada L1Q sintetizado neste trabalho foi determinado por um
refratdbmetro automatico ABBEMAT 500 Anton Paar a um comprimento de onda de 589
nm, com uma resolugio de + 10° e com uma incerteza de + 4x10° para um nivel de
confianca de 95 %. As medicdes foram realizadas numa gama de temperaturas entre 20

°C e 80 °C, a pressao atmosférica e com uma rampa de temperatura de 10 °C.

2.2.1.6. Rotacdo Gtica
Para determinar a rotacdo ética dos LI1Qs sintetizados foi utilizado um polarimetro
JASCO P-2000 e uma célula cilindrica CG3-100 de 1 mL, 3,5%x100 mm. As medicdes

foram realizadas a um comprimento de onda de 589 nm, a temperatura ambiente.

2.2.1.7. Toxicidade

Para avaliar a toxicidade dos L1Qs sintetizados foi adotado o método standard ““81,9
% Basic Test” do teste Microtox® [69]. Este foi ja largamente usado no grupo de
investigacdo para avaliar e entender a toxicidade de vérios LIs [70-72]. Neste método, a
luminescéncia da bactéria marinha Vibrio fischeri emitida ap6s exposicdo deste
organismo a diversas concentracdes de cada um dos compostos em estudo € monitorizada,
em comparagdo com a luminescéncia emitida pela bactéria na auséncia do composto
(controlo). A bactéria é aclimatizada e mantida a 15 °C, sendo que as concentracdes do
composto em analise variam entre 0 e 81,9 %, com um fator de diluigdo de 2, sendo 100
% a concentracdo da solucdo-mée preparada. Os valores de ECsp, concentragdo do
composto que promove uma reducdo em 50 % da bioluminescéncia da bactéria, foram
determinados utilizando um programa acoplado ao equipamento, Microtox® Omni™
Software, apos 5, 15 e 30 min de exposicdo ao composto. Posteriormente, o parametro
ECso, e 0s respetivos intervalos de confianga, foram estimados usando o software
STATISTICA.
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2.2.2. Determinacdo de SABs para separacdo de enantiomeros

2.2.2.1. Determinacao dos diagramas de fase e respetivas tie-lines

A curva binodal de cada diagrama de fase foi determinada através do método
turvacdo-desturvacéo, ou do inglés, cloud point [77, 78], previamente validado no grupo
de investigacdo para SABs constituidos por LIs e sais [20, 79]. Estes diagramas de fase
foram igualmente medidos neste trabalho a 25 (+ 1) °C e a pressao atmosfeérica.

Determinaram-se os diagramas de fase de todos os LI1Qs sintetizados com 0 mesmo
sal inorganico, o sulfato de sodio (Na2SO4), bem como as curvas de solubilidade para
sistemas constituidos pelos L1Qs [Nas4as][L-Phe] e [Nasas][D-Phe] e diferentes sais. Para
tal, foram preparadas solucdes aquosas dos diferentes LIQs entre 50 - 60 % (m/m) e
solucBes dos sais entre 20 - 40 % (m/m), dependendo da sua solubilidade em &gua.
Procedeu-se a adicdo gota-a-gota da solucdo de sal a solucdo de LIQ até ser detetada uma
solucdo turva correspondente a regido onde a formacdo de duas fases ocorre (regido
bifasica). De seguida, adicionou-se 4gua gota-a-gota até se observar uma solucéo limpida,
a qual corresponde a regidao monofasica. Este processo foi repetido alternadamente e sob
agitacdo constante. A composi¢cdo da mistura foi determinada por quantificacdo da massa
de todos 0s componentes adicionados com um grau de incerteza de + 10 g.

As curvas binodais obtidas experimentalmente foram ajustadas usando o modelo
matematico inicialmente proposto por Merchuk e co-autores (Eq.1) [80]:

[LIQ] = A exp[(B[sal]>®) — (C[sal]*)] 1)
onde [LIQ] e [sal] sdo, respetivamente, as fracdes massicas de LIQ e sal e A, B e C sdo
constantes obtidas através do ajuste da equacao aos dados experimentais.

As tie-lines (TLs) de cada diagrama de fase foram determinadas pelo método
gravimétrico originalmente descrito por Merchuk e co-autores [80]. Foi preparada uma
mistura ternaria na regido bifésica constituida por LIQ + sal + H2O. Esta foi agitada
vigorosamente e deixada em repouso a 25 (x 1) °C durante cerca de 18 h de modo a
garantir o equilibrio das fases coexistentes. Apos este periodo, cada fase (fase de topo e
fase de fundo) foi cuidadosamente separada e pesada (grau de incerteza associado de +
10* g). Finalmente, cada tie-line foi determinada pela relagdo entre a massa da fase de
topo e a composic¢édo global do sistema através das Eg. 2-8 e o comprimento da tie-line

calculado pela Eq. 9:
[LIQ]7 = A exp[(B[sal]y®) — (C[sal]})] ()
[L1Q]r = A exp[(B[sal]y®) — (C[sall})] (3)
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[LIQ]r = ([LIQ]m/a) — (1 — a)/a)[LIQ]r (4)

[sal]r = ([sally/a) — (1 — a)/a)[sal]F (%)
onde as letras em subscrito M, T e F representam, respetivamente, a mistura, a fase de
topo e a fase de fundo, [sal] é a fragdo massica do sal, [LIQ] ¢é a fragdo méssica do LIQ e
a € a razdo entre a massa da fase de topo e a massa total da mistura. Os resultados do
sistema de equacdes fornecem a concentracao de cada soluto (sal e LIQ) nas fases de topo
e fundo. A tie-line representa a linha que une as trés composicdes (da mistura inicial e de
cada uma das fases). Estes resultados devem obedecer obrigatoriamente a um conjunto
de critérios, representados pelas Eq. 6-9:

m(LIQ)y = ((mr X [LIQ]7)/100) + ((m % [LIQ]F)/100)  (6)

m(sal)y = ((mr X [sallz)/100) + ((mg x [sal]z)/100)  (7)

([sallr — [sally)/([sally — [sally) = my/mg (8)
onde m(LIQ)me m(sal)m correspondem as massas de LIQ e sal pesadas na preparagéo do
ponto de mistura, enquanto mr e mr sd0 as massas de topo e de fundo, respetivamente.

O comprimento das tie-lines (TLL) corresponde a distancia Euclidiana entre a

composicgdo das fases de topo e fundo e pode ser calculada através da Eq. 9.

TLL = \/([Sal]T — [sal]lg)? + ([LIQ]r — [LIQ]F)? 9)

2.2.2.2. Estudos de particdo dos enantiomeros do acido mandélico

A composicao das misturas ternarias foi escolhida com base nos diagramas de fase
determinados anteriormente. O ponto de mistura selecionado é constituido por cerca de
25 % (m/m) de LIQ, 10 % (m/m) de sal, 0,8 % (m/m) de R-acido mandélico, 0,8 % (m/m)
de S-acido mandélico e 63,4 % (m/m) de agua. Os enantidmeros foram adicionados a
mistura sob a forma de solucBes aquosas de concentracdo 0,05 g/mL nas quantidades
especificas para atingir as composicdes anteriormente descritas. Desta forma, os sistemas
foram formados pela adicdo deste conjunto de componentes nas percentagens
pretendidas, perfazendo uma massa total de sistema de 1,5 g. Para os SABs formados
pelos L1Qs [Nasaz]2[L-Glu], [Nasas][L-Arg] € [Naaas][L-Pro] e Na2SO4 foi adicionalmente
estudado o efeito da presenca de ides cobre. Para tal, 0,5 % (m/m) de CuSOs foi
adicionado as composicdes descritas acima. A massa de todos 0s componentes
adicionados ao sistema foi determinada com um grau de incerteza de + 10 g.

O LIQ foi deixado em contacto com as solugfes aquosas dos enantiomeros do acido

mandélico com agitagéo constante durante pelo menos 18 h. Procedeu-se a adigéo do sal
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correspondente a cada sistema apos este periodo. Tendo a mistura ternaria devidamente
preparada, esta foi submetida a agitacdo vigorosa e deixada a 25 (x 1) °C durante pelo
menos 18 h para ocorrer a separagdo completa das fases, bem como a particéo total dos
enantidmeros entre as duas fases do sistema. Apds 0 tempo de repouso, as fases foram
cuidadosamente separadas, pesadas com um grau de incerteza de + 10 g e analisadas em
termos de concentragdo de cada enantiomero por HPLC-DAD (ver secdo 2.2.2.3). Em
todos os SABs formados, a fase superior corresponde a fase ricaem LIQ, enquanto a fase
inferior corresponde a fase rica em sal.

Para avaliar a capacidade dos SAB desenvolvidos na extracdo enantiosseletiva do
R-acido mandélico e S-acido mandélico, a eficiéncia de extracdo (EE, %) e 0 excesso
enantiomérico (e.e. %) foram os parametros considerados. O primeiro (Eq. 10) permite
comparar e avaliar a extensdo da particdo dos enantiomeros para uma dada fase, neste
caso a de topo, enguanto o segundo (Eg. 11) indica o grau de enriquecimento apresentado
pela fase de topo num dos enantiomeros em relagdo ao outro.

EEg/s % = mp s/mp s X 100 (10)
e.e.% = (mk —ml)/(mk + m}) (11)

Na Eq. 10, my s € a massa do enantiémero R ou S na fase de topo e mg/s € a massa
do enantiomero R ou S utilizada inicialmente na preparacdo do SAB. Relativamente a Eq.
11, m% corresponde a massa do enantiémero R na fase de topo, tal como m! representa a

massa do enantiébmero S na fase de topo.

2.2.2.3. Quantificacdo dos enantiémeros do acido mandélico por HPLC-DAD

Os enantiomeros do acido mandeélico foram quantificados por HPLC-DAD
recorrendo a um método analitico desenvolvido e validado no grupo de investigacéo,
adaptado da literatura [30]. O cromatdgrafo HPLC Elite LaChrom (VWR Hitachi) usado
é constituido por um detetor de rede de diodos (DAD, do inglés diode array detector) 1-
2455, um forno para a coluna analitica 1-2300, um sistema de injecdo automatico 1-2200
e um sistema de bombagem 1-2130. A coluna analitica utilizada foi adquirida a Merck,
contendo um adsorvente LIChrospher 100 RP-18 (5 pum) e um cartucho LiChroCART
250-4 HPLC-Cartridge, ligado a uma pré-coluna (5 um, 4 mm x 4 mm) com a mesma
fase estacionaria. A fase madvel era constituida por 15 % (v/v) de metanol, 85 % (v/v) de
agua (15:85), contendo 2 mM de L-Phe e 1 mM de CuSOs. O pH foi ajustado para 4,00

(£ 0,02) adicionando uma solucéo aquosa de amonia a 5 % (m/m). De seguida, a fase foi
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filtrada sob vacuo utilizando filtros de membrana de celulose regenerada (0,45 pm) e
desgaseificada num banho de ultrassons. A separacdo cromatogréfica ocorreu em modo
isocratico, com um caudal de 0,8 mL/min. O volume de injecdo foi de 20 pL e o
comprimento de onda da analise foi fixado a 270 nm. As temperaturas de operagédo da
coluna e do injetor automatico foram, respetivamente, de 22 °C e 25 °C. Os tempos de
retencdo dos enantiomeros foram de 11 min para o R-acido mandélico e o de 13 min para
0 S-acido mandélico. A quantificacdo foi realizada com base numa curva de calibracdo
para cada enantiomero determinada com solucbes padrdo de concentracdo conhecida
entre 10 e 500 pg/mL (Anexo A — Figuras Al e A2). De forma rotineira, foram injetados
padrdes de concentracdo conhecida para garantir uma quantificacdo correta. As amostras
correspondentes as fases de topo (fase para a qual se verificou uma migracao preferencial
do acido mandélico) foram diluidas com uma mistura de dgua:metanol (85:15 v/v) tendo
em conta um fator de diluicdo de 100, o que permitiu eliminar a interferéncia do LIQ na
quantificacdo. A quantificacdo das fases de fundo néo foi efetuada devido a limitagdes

analiticas relacionados com a resolucdo dos cromatogramas e largura dos picos.

2.2.2.4. Medicédo do pH das fases
O pH das fases constituintes de todos os SABs e da fase movel utilizada para a
quantificacdo em HPLC-DAD foi medido, utilizando um medidor de pH e condutividade

Mettler Toledo S47 SevenMulti™ com uma incerteza associada de + 0,02.
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3. Resultados e discussao
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3.1. Sintese e caracterizacao de liquidos ionicos quirais
3.1.1. Sintese

Neste trabalho foram sintetizados doze LIQs atraves de uma reagéo de neutralizacao
esquematizada na Figura 11, sendo que nove pertencem a familia dos amonios
([Na4ss][AA]) e trés a familia dos colinios ([Col][AA]).

Dentro do grupo dos [Nasas4][AA] foram sintetizados os seguintes LIQs (Figura 12):
L-fenilalaninato  de  tetrabutilaménio,  [Nas4s][L-Phe];  D-fenilalaninato  de
tetrabutilamonio, [Nassss][D-Phe]; L-valinato de tetrabutilamonio, [Nasas][L-Val]; L-
alaninato de tetrabutilamonio, [Nasas][L-Ala]; L-prolinato de tetrabutilamonio, [Nasss][L-
Pro]; L-argininato de tetrabutilamonio,  [Nass][L-Arg]; L-glutamato de
ditetrabutilamoénio, [Nasas]2[L-Glu]; L-tartarato de ditetrabutilaménio, [Nasas]2[L-Tar] e
D-tartarato de ditetrabutilamonio, [Nasas4]2[D-Tar]. O protocolo seguido para a sua sintese,
exceto nos casos do [Nasas][L-Arg] e do [Nasss][L-Phe] cujo método experimental foi
validado na presente tese, foi o reportado no trabalho de Allen e co-autores [62]. Quanto
aos LIQs da familia dos [Col][AA] foram sintetizados o L-fenilalaninato de colinio,
[Col][L-Phe]; o D-fenilalaninato de colinio, [Col][D-Phe] e o L-glutamato de di(colinio),
[Col]2[L-Glu]. Para a sua sintese foi seguido o procedimento reportado em [76]. A
estrutura quimica de todos os LIQs sintetizados e estudados neste trabalho esta

representada na Figura 12.

(A)
\/\/Nx T AA ﬂ’ \/\/N/\/\ + H,0
- Zh \‘_L
OH AA
(B) | N
+ 0 ~
- overnight -
OH AA

Figura 11 — Esquema da sintese dos L1Qs pela reagdo de neutralizagdo (A) com o catido

tetrabutilaménio e (B) com o catido colinio.
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Figura 12 — Estrutura quimica dos LI1Qs sintetizados.

A estrutura quimica dos LIQs sintetizados foi confirmada por espectroscopia de RMN

'H e 13C, estando em concordancia com o reportado na literatura [62, 76]. Os espectros
obtidos sdo apresentados no Anexo B1 — Figuras B1 a B24.
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Como forma de avaliar o desempenho do procedimento adotado na sintese destes
LIQs, na Tabela 2 apresenta-se uma comparagdo entre o desempenho de cada sintese,
onde o aspeto, estado fisico e rendimento da sintese sdo abordados considerando os
resultados obtidos neste trabalho e os anteriormente reportados na literatura [62, 76]. E
possivel observar que 0s L1Qs [Naaas][L-Val], [Naaas][L-Pro] e [Col][L-Phe] sintetizados
neste trabalho apresentam aspeto e rendimento de sintese semelhantes aos reportados na
literatura [62]. No caso do [Nasss][L-Phe] e do [Nasas][L-Ala], os rendimentos de sintese
obtidos foram inferiores aos anteriormente reportados, o0 que pode ser explicado pela
ineficacia na eliminagédo do solvente nos LIQs sintetizados por Allen e co-autores [62].
Tal é corroborado pelo estado fisico apresentado, uma vez que neste trabalho estes LIQs
sdo sélidos e no trabalho de Allen e co-autores [62] sdo descritos como liquidos.
Contrariamente aos anteriores, 0S LIQs [Naa4s]2[L-Glu], [Na4aa]2[L-Tar] e [Nasas]2[D-Tar]
sintetizados neste trabalho apresentam um rendimento de sintese superior ao reportado
[62, 76]. Este facto pode ser explicado pela perda de LIQ durante a lavagem realizada
pelos autores, etapa que foi eliminada no procedimento experimental desenvolvido neste
trabalho (seccdo 2.2.1.), uma vez que a sua sintese foi realizada na estequiometria de 2:1,
assumindo-se que todo o aminoacido tera reagido. No entanto, pelo aspeto liquido
reportado para estes LIQs, suspeita-se que a secagem efetuada pelos autores foi
novamente ineficiente, pois os mesmos L1Qs obtidos neste trabalho s&o sélidos depois da
remoc&o dos solventes. Relativamente ao [Col]2[L-Glu] o rendimento é idéntico, mas o
estado sélido reportado por Santis e co-autores [76] é distinto do estado liquido obtido no
presente trabalho. Uma vez que, de acordo com 0 nosso conhecimento, a sua sintese nunca
antes foi reportada na literatura, para 0s L1Qs [Nasas][D-Phe], [Naaas][L-Arg] e [Col][D-

Phe] ndo é possivel realizar nenhuma comparacéo.
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Tabela 2 — Comparagao entre os resultados obtidos neste trabalho e os reportados na literatura

considerando parametros como o aspeto, estado fisico e rendimento da sintese dos L1Qs [62, 76].

LI

Este trabalho

Estado fisico

Rendimento (%)

Literatura

Estado fisico

Rendimento (%)

Aspeto (25 °C) Aspeto (25 °C)

[Nasaa] [L-Phe] Ama?((ejll(i)dp())élido 93 Liqﬂ(rjr?a\r/;?goso %
[Nesaa] [D-Phe] Ama?gllti)dpc))élido o7 - -
[Naaae] [L-Val] Am;riglléig)glido 86 ALm:rISﬁa 8
O N
[Neaaa] [L-Pro] Am::l_rieqllcj)ig)glido % AL;?;:S& 97
. |
T N N
T L
peaiog o e
[Col][L-Phe] L"q‘)ﬂfﬁa;’;fgoso 94 Liquido 94
[Coll[D-Phe) 40 Viscoso 93 : i
[ColL,[L-GIu] Liquido 100 sélido > 90

Amarelo palido

3.1.2. Caraterizacdo

Para a caraterizacdo dos LIQs sintetizados varias propriedades fisico-quimicas

foram estudadas, nomeadamente as temperaturas de fusdo e de decomposicao,
viscosidade, densidade, indice de refracdo e rotacdo Otica. Por ultimo, a toxicidade de
cada LIQ relativamente a bactéria marinha Vibrio fisheri foi avaliada.

3.1.2.1. Temperatura de fusdo e de decomposicao

A temperaturas de fuséo (Trus) e de decomposicao (Tq) dos L1Qs sintetizados foram
determinadas por calorimetria de varrimento diferencial (DSC) e por analise
termogravimétrica (TGA), respetivamente. A Tabela 3 mostra os resultados obtidos.

De acordo com os perfis de DSC (Anexo B2 — Figuras B25 a B33) dos LIQs
sintetizados, as Trs variam entre -46 e 123 °C, como reportado na Tabela 3. Os
enantiomeros do mesmo LIQ ([Nasas][L/D-Phe] e [Nasas]o[L/D-Tar]) apresentam o

mesmo valor de Trs. Considerando o catido tetrabutilaménio, a Trs dos LIQs aumenta na
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seguinte ordem: [Nasas][L-Val] < [Naaas][L-Ala] < [Nasas]o[L/D-Tar] < [Naaasa][L-Arg] <
[Na424][L/D-Phe] < [Naaas]2[L-Glu]. Esta tendéncia ndo é observada para 0s respetivos
aminodcidos. Para o L-Glu, a Trs é de 205 °C, uma das mais baixas de todos os
aminoacidos, ao contrario da Trs do LIQ correspondente (123 °C) que € a mais alta entre
os LIQs. Tal facto pode ser explicado pela presenca de dois catides [Na4s4]™ no LIQ,
provocando um aumento na Trs. O mesmo também se pode concluir para 0s [Na4aaa]2[L/D-
Tar]. O [Naaas][L-Val] também ndo vai de encontro a sequéncia, visto que tem a Tsys Mais
baixa de todos os LIQs e o respetivo aminoécido é aquele que tem a Trs mais alta.
Comparando os LIQs constituidos pelo mesmo anido, mas que diferem no catido
([N4aasa]2[L-Glu] vs [Col]2[L-Glu]), conclui-se que o LIQ compostos pelo catido [Naaas]”
tém uma Trys mais alta do que os LIQs compostos pelo catido [Col]*. Tal ndo se verifica
para 0S LIS [N4444]Cl (Tsus = 70 °C) e [Col]Cl (Tus = 305 °C), uma vez que para estes a
Trs do LI da familia do colinio é mais elevada do que a Trs do LI da familia do
tetrabutilamonio [81].

A partir dos perfis de TGA dos [Ns4s4][AA] (Anexo B3 — Figuras B34 e B35), bem
como dos valores de Tq reportados na Tabela 3, é possivel concluir que todos os
compostos estudados tém uma boa estabilidade térmica, com valores entre 166 °C
(correspondente a0 [Nasss]2[L-Glu]) e os 222 °C (relativa ao [Nasas][L-Arg]).
Considerando o catido tetrabutilamonio, a Tq¢ dos LIQs aumenta na seguinte ordem:
[Nasaa]2[L-Glu] < [Naaza][L-Val] < [Naass][L-Ala] < [Nazaz][L-Pro] < [Naaas][L/D-Phe] <
[Na4as]2[L/D-Tar] < [Naaas][L-Arg]. Mais uma vez e também para a Tq, a mesma tendéncia
ndo é observada para 0s respetivos aminoacidos. No geral, os LIQs sintetizados
apresentam uma menor estabilidade térmica comparando com os respetivos aminoacidos
[82]. Para 0 [Nasas][L-Arg] a Tq (200 °C) é semelhante & do aminoacido (207 °C), jd o
[Naaa4][L-Ala] é aquele em que a diferenga entre a Tq do LIQ (184 ° C) e a Tq4 do respetivo
amino&cido (297 °C) é a maior. Relativamente a influéncia do catido, e analisando os
L1Qs compostos pelo mesmo anido, verifica-se que 0s compostos pelo catido [Nasas]* tém
uma estabilidade térmica inferior aos compostos pelo catido [Col]*. O contrério se verifica
para 0 conjunto de LIs reportados por Lee e colaboradores [83], nomeadamente os LlIs
[N4444][BES] (Ta = 269 °C) e [Col][BES] (T4 = 227 °C), [N4444][MOPSQO] (T4 = 268 °C)
e [Col][MOPSQ] (Tq = 231 °C), e [N444s][CAPSO] (T4 = 270 °C) e [Col][CAPSO] (T4 =
214 °C), onde o LI da familia do tetrabutilaménio apresenta sempre uma T4 mais elevada
do que a Tq do LI da familia do colinio. E de referir que embora os LIQs apresentem uma

Tq inferior aos respetivos aminoacidos, esta continua a ser elevada.
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Tabela 3 — Propriedades térmicas dos L1Qs sintetizados e respetivos aminoacidos (AA),

nomeadamente, temperatura de fuséo (Trus) e temperatura de decomposicéo (Td). (n.d. — ndo

disponivel)

LIQ Tws(°C) Ta(32°C) AA  Tws(°C)[81] Ta(°C)[82]
[Nasas][L-Phe] 95 190 L-Phe 275 283
[Naaz][D-Phe] 95 190 D-Phe 275 n.d.
[Nasas][L-Val] -46 181 L-Val 295-300 n.d.
[Nasaq][L-Ala] 71 184 L-Ala 214 297
[Nasaz][L-Pro] n.d. 188 L-Pro 228 220
[Nasas][L-Arg] 79 200 L-Arg 235 207
[Nasas]2[L-Glu] 123 166 L-Glu 205 205
[Nagaa]o[L-Tar] 74 194 L-Tar  170-172 n.d.
[Nasaa]o[D-Tar] 74 199 D-Tar  172-174 n.d.
[Col][L-Phe] n.d. 222 L-Phe 275 283
[Col][D-Phe] n.d. 220 D-Phe 275 n.d.
[Col]2[L-Glu] 5 199 L-Glu 205 205

3.1.2.2. Densidade, viscosidade e indice de refracéo

A densidade e a viscosidade sdo duas propriedades fisicas importantes, quando se
pretende aplicar sistemas com LIs em larga-escala. Estas duas propriedades dependem do
anido e do catido do LI, sendo que os LIs contendo atomos mais pesados sdo geralmente
caracterizados por densidades mais elevadas [84]. Por outro lado, o indice de refracdo
pode ser usado para medir a polarizabilidade eletrénica de uma molécula e pode fornecer
informacdes sobre o comportamento do LI em solucdo, uma vez que solventes com um
elevado indice de refracdo apresentam forcas intermoleculares mais fortes [85].

Nas Figuras 13, 14 e 15, sdo apresentados os dados experimentais da densidade,
viscosidade e indice de refracdo em funcdo da temperatura, para os LIQs em estado
liquido [Nasss][L-Val], [Nasas][L-Pro], [Col]2[L-Glu], [Col][D-Phe] e [Col][L-Phe]
(Anexo B4 — Tabela B1). Estes trés parametros sdo dependentes da temperatura e do teor
de &gua. O teor de agua foi determinado através do método de titulacdo de Karl Fisher
apos secagem dos LIQs. Foram obtidos valores entre 0,7 e 5,3 %, para 0 [Nasas][L-Val] e
[Col]2[L-Glu], respetivamente, e valores de 3,0 % para 0 [Naass][L-Pro], 4,2 % para o
[Col][D-Phe] e 4,3 % para o [Col][L-Phe]. Tendo em conta a aplicacdo proposta neste

trabalho, a densidade e a viscosidade dos diferentes LIQs foram comparadas a
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temperatura ambiente (25 °C). No que diz respeito ao indice de refracdo, e como os dados
foram obtidos com um intervalo de 10 °C, a comparacéo destes dados serd realizada a 20
°C.

Relativamente a densidade dos LIQs (Figura 13), esta diminui linearmente com o
aumento da temperatura, 0 que esta de acordo com o que € reportado por Lee e co-autores
[83] para LlIs derivados do tetrabutilamonio e do colinio. Neste trabalho, o LIQ mais
denso € o [Col]2[L-Glu], seguindo-se os L1Qs [Col][D-Phe], [Col][L-Phe], [Na4s4][L-Pro]
e [Nasas][L-Val], por ordem decrescente. Este comportamento estd diretamente
relacionado com a estrutura dos LIQs, visto que o mais denso é aquele que tem dois
catides na sua estrutura. De seguida vém os LIQs que tém no seu anido um anel aromatico
(L/D-Phe) e por fim, e apesar do catido ter maiores dimensdes, seguem-se 0s LIQs
constituidos pelos menores anides (L-Pro e L-Val). Quanto a natureza do catido, esta
também influencia a densidade dos LIQs. Para os LIQs derivados do catido colinio sdo
apresentados valores de densidade superiores aqueles obtidos para os LIQs da familia do
tetrabutilamonio, que se devem ao facto de o catido colinio apresentar uma cadeia

alquilica lateral mais curta [83].
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Figura 13 — Densidade em funcédo da temperatura para os L1Qs: [Col]z[L-Glu] (), [Col][D-Phe]
(<), [Col][L-Phe] (O), [Naasa][L-Pro](A), [Nasas][L-Val](®).

Quanto a viscosidade (Figura 14), esta diminui exponencialmente com o aumento
da temperatura, o que esta de acordo com o que é reportado por Lee e co-autores [83], e
segue a seguinte tendéncia decrescente: [Col][D-Phe] > [Col]2[L-Glu] > [Col][L-Phe] >
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[Naaa4][L-Val] > [Naaas][L-Pro]. Esta ndo esta de acordo com o esperado, uma vez que se
observa uma diferenca elevada entre os enantiomeros [Col][D-Phe] (n = 93775 mPa.s) e
[Col][L-Phe] (n = 14731 mPa.s). Tal ndo pode ser explicado pelo teor de 4gua dos L1Qs
em questdo, visto que valores semelhantes foram obtidos para os dois enantiomeros (4,2
% para o [Col][D-Phe] e 4,3 % para o [Col][L-Phe]). Por outro lado, os LIQs da familia
do colinio apresentam valores de viscosidade superiores aos que sao obtidos para os LIQs
da familia do tetrabutilaménio, o que se deve a presenga de um grupo hidroxilo no catido
colinio, que facilmente forma ligacGes por pontes de hidrogénio. A viscosidade dos LIs
estd essencialmente relacionada com a forca das interacdes de van der Waals e a sua

capacidade de formar ligacGes por pontes de hidrogénio [86].
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Figura 14 - Viscosidade em funcdo da temperatura para os L1Qs: [Col]2[L-Glu] (®), [Col][D-Phe]
(>k), [Col][L-Phe] (O), [N4aaa][L-Pro](A), [Nasas][L-Val](®).

Comparando os dados obtidos para o indice de refracdo (Figura 15), o maior valor
representa o [Col][D-Phe], sequindo-se o [Col][L-Phe], o [Col]2[L-Glu], 0 [N44s4a][L-Pro]
e por ultimo o [Naaas][L-Val]. Esta tendéncia mostra que o indice de refracdo depende da
estrutura do catido, tal como é reportado por Seki e co-autores [87] e é também
dependente do tamanho do anido, uma vez que para anides de maiores dimensdes sdo
obtidos valores maiores de indice de refracdo. Observando a tendéncia acima pode-se
concluir também que, sendo os enantidémeros [Col][D-Phe] e [Col][L-Phe] os LIQs para

0 qual se obteve um maior valor, ha uma maior polarizabilidade para estes compostos, e
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consequentemente, possuem forcas intermoleculares mais fortes [85]. Como esperado,
foram obtidos valores de indice de refracdo muito semelhantes para os enantiomeros
[Col][D-Phe] e [Col][L-Phe].
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Figura 15 — Indice de refracdo em funcdo da temperatura para os L1Qs: [Col]z[L-Glu] (=), [Col][D-
Phe] (<), [Col][L-Phe] (O), [Naaas][L-Pro](A), [Nasas][L-Val](®).

3.1.2.3. Rotacéao Gtica

Para a determinacdo da rotacdo 6tica dos L1Qs foram preparadas solu¢des aquosas
dos mesmos de forma a obter uma concentracgao constante do anido do LIQ de 20 mg/mL.
A mesma concentracdo foi também adotada na preparacao das solugdes dos aminoacidos.
Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados obtidos para os LIQs e para 0s respetivos
aminoacidos, em comparacdo com dados obtidos em literatura [62]. Analisando 0s
resultados é possivel identificar uma menor rotacao Otica para os LIQs em comparacgao
com os respetivos aminoacidos. Relativamente aos valores reportados por Allen e co-
autores [62], os valores obtidos sdo semelhantes, apesar dos autores realizarem as
medicdes para uma concentragdo inferior. Para 0s LIQs [Naass][L-Phe], [Naasas][L-Val],
[Naaas][L-Ala], [Naaas][L-Pro] e [Naass]2[L-Glu] a concentragdo utilizada pelos autores é
de 10 mg/mL, enquanto que para 0S LIQS [Na4s4]2[L-Tar] € [Naaas]2[D-Tar] é de 5 mg/mL.

E de referir que estas concentracdes se referem ao LIQ e nfo apenas ao anido.
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Tabela 4 — Rotacéo 6tica para os L1Qs sintetizados, a temperatura ambiente, e comparacao com 0s

valores reportados na literatura [54] e com os valores dos aminoacidos que lhes deram origem. (n.d.

— ndo disponivel)

Rotacdo dtica

Rotacao 6tica dos

LIQ experimental Literatura aminoacidos
correspondentes

[Naaas][L-Phe] -0,85 + 0,04 -0,83 -34,34 + 0,69
[Nas44][D-Phe] 0,91 +0,05 n.d. 33,51 +0,65
[Naaaa][L-Val] 4,12 +0,25 4,10 5,45 + 0,11

[Naaas][L-Ala] 0,83 +£0,06 1,65 1,30+ 0,03

[Naaaa] [L-Pro] -33,10 + 2,08 -28,49 -86,18 + 1,79
[Naaas][L-Arg] 9,35+ 0,20 n.d. 11,50 £ 0,24
[Naaas]2[L-Glu] 2,12+0,18 1,86 11,25 + 0,06
[Nasaa]2[L-Tar] 8,68 + 0,75 11,08 15,17 + 0,30
[Nasas]o[D-Tar] -8,79+ 0,76 -11,22 -15,07 + 0,31
[Col][L-Phe] -0,82 0,03 n.d. -34,34 + 0,69
[Col][D-Phe] 0,61+ 0,02 n.d. 33,51 +0,65
[Col]2[L-Glu] 3,70+ 0,19 n.d. 11,25 + 0,06

Comparando os resultados experimentais obtidos e apresentados na Tabela 4, a
maior rotacdo Otica foi obtida para 0 [Nasaas][L-Pro] (-33,10), o que era esperado uma vez
que o respetivo aminoacido também é aquele que apresenta maior valor de rotacdo Otica
(-86,18). Entre os LIQs sintetizados existem cinco para 0s quais o valor obtido foi muito
proximo de zero, nomeadamente O [Nasss][L-Phe] (-0,85), [Naass][D-Phe] (0,91),
[Naaas][L-Ala] (0,83), [Col][L-Phe] (-0,82) e [Col][D-Phe] (0,61). Relativamente ao
[Nassas][L-Ala] este era ja o comportamento esperado porque o valor de rotacdo Otica
obtido para 0 aminoacido correspondente € igualmente baixo. Importa ainda salientar que
os valores obtidos para cada par de enantiomeros sdo semelhantes entre si, mas de carga
oposta, tal como espectavel, uma vez que considerando a sua estrutura quimica cada

enantiomero roda num sentido quando num plano de luz polarizada.
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3.1.2.4. Toxicidade

Na Europa, sempre que um novo produto é proposto para aplicacdo em escala
industrial, é exigido que os seus riscos incluindo os ambientais sejam avaliados de acordo
com normas bem estabelecidas [88]. Embora a elevada solubilidade em agua que os L1Qs
sintetizados apresentam possa consistir uma vantagem para a sua incorporacdo na
preparacdo de SABs, esta faz com que o0 seu potencial para contaminar o compartimento
aquatico seja maior. Neste contexto, o impacto dos LIQs sintetizados na bactéria marinha
Vibrio fisheri foi também avaliado como caracterizacdo bioldgica. Apesar de ndo ser
contemplado nas normas europeias (REACH), o teste Microtox ¢ um dos bioensaios
toxicologicos mais amplamente usados na avaliacdo qualitativa da toxicidade de LIs, pela
sua facil e rapida operacédo e resposta rapida relativa a tendéncia de toxicidade de um
conjunto de compostos [89-92]. O pardmetro ECso (0 qual indica a concentracdo de
composto necessario para provocar uma diminui¢cdo da luminescéncia desta bactéria em
50 %) e os respetivos intervalos de confianca a 95 %, foram determinados para todos 0s
LIQs, tendo em conta trés diferentes tempos de exposi¢cdo, nomeadamente 5, 15 e 30 min
(Anexo B5 — Tabela B2).

Relativamente a influéncia do tempo de exposicdo destes compostos a bactéria na
sua acdo tdxica (Figura 16), foi possivel observar dois comportamentos distintos. Para a
maioria dos LIQs sintetizados ([Nassa]2[D-Tar], [Nasaa]o[L-Tar], [Nasaa]2[L-Glu],
[Nasas][L-Val], [N4zaz][L-Phe], [Naaza][L-Pro], [Naaas][L-Ala], [N2424][D-Phe], [Nasas][L-
Arg] e [Col][D-Phe]), observa-se um aumento de toxicidade (traduzido pela diminuicéo
do valor de ECso) com o aumento do tempo de exposicdo da bactéria. Estes resultados
seriam de esperar uma vez que s6 demonstram a baixa cinética de toxicidade destes
compostos [89]. No que diz respeito aos LIQs [Col][L-Phe] e [Col]2[L-Glu], o tempo de
exposicao ndo apresenta uma influéncia significativa na toxicidade, o que implica que a
acdo toxica maxima que a bactéria é capaz de sentir quando em contacto com estes LIQs
em particular, é logo sentida para baixos tempos de exposicdo. Tendo este fendbmeno em
conta, a discussdo que se segue sera baseada nos valores obtidos a 30 min, o tempo mais
longo, uma vez que este garante uma resposta mais uniforme da bactéria & agéo tdxica do
LIQ.

Numa primeira analise é possivel classificar estes LIQs como sendo néo toxicos de
acordo com as normas da legislacdo europeia (Categoria: Acute 3) [93]. Utilizando a
classificacdo de Passino e Smith [89], e tendo em conta os valores de ECso para 30

minutos de exposicdo, é possivel classificar 0s LIQs [Na4ssa][D-Phe], [Naass][L-Phe],
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[Nasas][L-Ala] e [Naaas][L-Arg] como “moderadamente toxicos” (10 < ECsg < 100 mg/L)
e os restantes como “praticamente inofensivos” (100 < ECsg <1000 mg/L). Pela avaliagéo
da Figura 16, a toxicidade dos LIQs para a bactéria Vibrio fischeri aumenta de acordo
com a seguinte tendéncia (30 minutos): [Naas]2[L-Tar] (ECso = 384,14 mg/L) <
[Na4a44]2[D-Tar] (ECso = 257,67 mg/L) < [Col]2[L-Glu] (ECso = 217,08) < [Col][L-Phe]
(ECs0 = 180,93) < [Naaaz]2[L-Glu] (ECso = 144,74) < [Naaaa][L-Pro] (ECso = 122,30) <
[Nasaa][L-Val] (ECso = 117,50) < [Col][D-Phe] (ECso = 102,98) < [Na444][D-Phe] (ECso
= 95,77) < [Naaas][L-Arg] (ECso = 88,92) < [Naaas][L-Ala] (ECso = 88,11) < [Nasaa][L-
Phe] (ECso = 86,48). No que diz respeito ao efeito da estrutura do anido, o aumento da
cadeia alquilica pela introducdo do efeito de isomerizacdo de posicdo por ramificacdo
normalmente leva a uma diminui¢do da toxicidade [94] e a introducdo de grupos
aromaticos no anido que normalmente incute um aumento significativo da toxicidade dos
LIs, tal como Hou e co-autores reportam [95]. No entanto, neste trabalho, comparando 0s
valores de toxicidade obtidos entre 0 [Nasass][L-Phe] (ECso = 86,48 mg/L) e 0 [Naaas][L-
Ala] (ECso = 88,11 mg/L), a introducdo do anel aromatico ([L-Phe]’) ndo é suficiente para
aumentar significativamente a toxicidade. Quando o aumento da cadeia alquilica ¢ feito
pelo efeito de isomerizacdo de posicdo por ramificacdo, normalmente o valor de ECso
aumenta, que é o que parece acontecer quando os resultados de [Nasas][L-Val] (ECso =
117,50 mg/L) e [Naaas][L-Ala] (ECso = 88,11 mg/L) sdo comparados. Analisando a
basicidade e acidez dos aminoacidos verifica-se que ha um aumento da toxicidade para a
bactéria quando os LIQs sdo compostos por aminodcidos com uma cadeia lateral basica,
como é 0 caso do [Naaas][L-Arg] (88,92 mg/L). O contrario (menor toxicidade) pode
especular-se quando a cadeia lateral do aminoacido é &cida, em particular para o
[Naaaa]2[L-Glu] (ECso = 144,74 mg/L), embora neste caso particular seja dificil retirar
conclusbes, uma vez este composto tem por base dois catibes conjugados, enquanto o
[Naaas][L-Arg] (ECso = 88,92 mg/L) tem apenas um catido conjugado.

Comparando os enantiomeros [Nasss][L-Phe] versus [Nasas][D-Phe], [Nasaa]2[L-
Tar] versus [Nasa]2[D-Tar] e [Col][L-Phe] versus [Col][D-Phe] (Figura 16), pode
verificar-se o efeito do isomerismo Otico na toxicidade destes LIQs derivados de
aminoacidos. Os valores de ECso entre 0 [Naaas][L-Phe] e 0 [Naass][D-Phe] sdo
semelhantes, respetivamente ECsg = 86,48 mg/L versus ECso = 95,77 mg/L. Para os dois
ultimos pares de enantiomeros, os valores de toxicidade obtidos sdo distintos, sendo o
enantiomero L o0 menos toxico, respetivamente ECso = 384,14 mg/L versus ECso = 256,67

mg/L e 180,93 mg/L versus 102,98 mg/L. No entanto é de salientar que, embora os valores
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de toxicidade variem, os dois enantibmeros se mantém sempre na mesma categoria de
“praticamente inofensivos” [89].

Finalmente, e avaliando o efeito do catido [Na4s4]" e [Col]* para os LIQs formados
por [L-Glu]?* (ECso = 144,74 mg/L versus ECso = 217,08 mg/L) , [L-Phe]” (ECso = 86,48
mg/L versus ECso = 180,93 mg/L) e [D-Phe] (ECso = 95,77 mg/L versus ECso = 102,98
mg/L), verifica-se que de um modo geral o catido [Col]" apresenta toxicidade mais baixa
para a bactéria.
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Figura 16 - Valores de ECso (mg/L) para cada composto, ap6s 5, 15 e 30 minutos de exposi¢ao a bactéria luminescente Vibrio fischeri.
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3.2. Desenvolvimento de SABs com LIQs para a separacdo de

enantiomeros

Neste trabalho foram estudados SABs constituidos por [Nasas][AA] + sais
inorganicos e organicos. Estes sistemas foram escolhidos para o desenvolvimento de um
sistema com uma das fases quirais, com o objetivo de permitir a interacdo diferenciada
dessa fase com os enantiomeros, ou seja, permitindo uma interacdo preferencial da fase
quiral com um dos enantiomeros.

A determinacdo dos diagramas de fase pela determinagdo da curva binodal e
respetivas TLs, bem como a sua caraterizacdo pela determinacdo do pH das fases,
revelam-se muito importantes para a utilizacdo de SABs em qualquer processo de
purificacdo, e a separacdo de enantibmeros ndo é excecdo. Na determinacdo dos
diagramas de fase destes sistemas foram analisados dois parametros:

i) Efeito do anido através do estudo de sistemas constituidos por varios [Naaas][AA]

+ NaxSOy;

ii) Efeito de varios sais inorganicos e organicos pela determinacdo de SABs mantendo
0S LIQs [Nasss][L-Phe] e [Nasas][D-Phe].

Posteriormente, a capacidade destes SABs para resolver racematos de acido

mandélico foi avaliada.

3.2.1. Diagramas de fase dos sistemas constituidos por [Naa44][AA] + sal + H.O
3.2.1.1. Efeito do anido

Numa primeira fase, foi escolhido um sal com baixo poder salting-out de acordo

com a série de Hofmeister [96] para potenciar as interacbes quirais entre o LIQ e 0s
enantiomeros, sem que o fendmeno de salting-out do sal se sobrepusesse, o que
consequentemente levaria a migracdo forcada e completa dos dois enantidmeros para a
fase rica em LIQ. Por outro lado, e como a capacidade de formacdo de SABs de LlIs da
familia do colinio com sais € reduzida devido a sua elevada hidrofilicidade [79] este
estudo focou-se no uso dos L1Qs da familia [Nas4s][AA], nomeadamente [Nasas][L-Phe],
[N4sas][D-Phe], [Nasas][L-Val], [Nassa][L-Ala], [Nasza][L-Pro] e [Nasas]2[L-Glu]), em
combinagdo com Na>SO4. Assim, foi possivel fazer um estudo mais alargado do efeito do
anifo [AA]", estando os respetivos SABs representados na Figura 17. E de notar que 0s
L1Qs [Nasas]2[D-Tar], [Nassa]2[L-Tar] e [Naasa][L-Arg] ndo foram capazes de promover a
formacdo de duas fases na presenca do NaSOs. Os valores experimentais detalhados
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estdo apresentados no Anexo C - Tabelas C1 a C7. Nos diagramas de fase apresentados,
a regido bifésica encontra-se localizada acima da curva de solubilidade. Quanto maior é
esta regido, maior € a capacidade do LIQ para promover a formacao do SAB. As curvas
binodais estdo representadas em unidades de molalidade (mol de soluto por kg de

solvente) de modo a excluir a influéncia das massas moleculares dos LI1Qs.
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Figura 17 - Avaliacdo do impacto do anido do LIQ na formacao de SABs constituidos por
[Na4ss][AA] + NazSO4 + H20: [Naaas]2[L-Glu] (), [Nasaaa][D-Phe] (M), [Nasas][L-Phe] (CT), [Naaaa][L-
Val] (), [Naasa] [L-Pro] (®), [Nassa][L-Ala] (X) € [Nasaa][CI] ().

A influéncia do anido do LIQ nos diagramas de fase (Figura 17) é notdria e a
capacidade do LIQ para formar um SAB na presenca de Na>SO4 diminui na seguinte
ordem (para uma molalidade de sal de 1 mol/kg):

[Na4aa]2[L-Glu] > [N4sas][D-Phe] = [Nasas][L-Phe] > [Nasas][L-Val] = [Nassa][L-Pro] >
[N4444]Cl = [Nsaaa][L-Ala]

Estes resultados indicam que a diferente hidrofobicidade dos aminoacidos e,
consequentemente, a sua distinta solubilidade em &gua, sdo responsaveis pelo efeito
observado. Isto é confirmado pelo coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) dos
diferentes aminoacidos que compdem os LIQs em estudo, onde o valor da sua fungéo
logaritmica (logKow) negativo indica uma maior afinidade para a 4gua. Deste modo, 0
anido mais hidrofébico [L/D-Phe] (logKow = -1,28) é responsével pela maior capacidade
de formacédo de fases, seguido do anido [L-Val]" (logKow = -2,08), [L-Pro]” (logKow = -
2,15) e, por fim, do anido [L-Ala]" (logKow = -2,99) que se apresenta como 0 menos

70



eficiente por ser o mais hidrofilico [81]. Como excec¢éo surge 0 LIQ [Nasas]2[L-Glu], que
apresenta a maior regido bifasica. O logKow do anido [L-Glu]* é de -3,83 0 que n&o
corrobora o comportamento observado. No entanto como apresenta na sua Composi¢ao
dois catides [Na4s4]", torna assim o LI maior e mais hidrofébico do que os restantes.
Quanto ao SAB formado pelo [N4444]Cl, aqui utilizado apenas como termo comparativo
por ser um LI comummente estudado, é notdrio que este tem uma capacidade mais baixa
para formar SABs na presenca de Na:SO4 do que a maioria dos LIQs constituidos por
aminoacidos. Este facto deve-se a elevada hydrogen-bond basicity do anido CI™ [97],
indicando que uma adequada escolha do anido [AA] permite manipular a curva binodal
para uma regido mais rica em agua.

Por comparacdo dos LIQs [Nasas][L-Phe] e [Naass][D-Phe] foi possivel avaliar o
efeito do isomerismo 6tico do anido na formacdo de SABs com Na,SQOas. Este revelou-se
pouco significativo, tal como é possivel observar pela sobreposi¢cdo das curvas binodais
representadas na Figura 17. Este comportamento foi também observado em trabalhos
anteriores utilizando catides isoméricos [98, 99].

Para os sistemas estudados, os dados experimentais das curvas binodais foram
posteriormente ajustados pela relacdo empirica descrita pela Eq.1. Os parametros da
regressdo foram calculados pelo método dos minimos quadrados, e 0s seus valores e

correspondentes desvios padrao (o) estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Par@metros de ajustamento determinados pelo ajuste da Eq. 1, usados na descricdo da

curva binodal de cada sistema constituido por LIQ + Na2SOs + H20.

LIQ Ato Bto (C+0)10°
[Naass][L-Phe] 92,3 + 4,3 10,45 + 0,02 106+ 1,8
[Naass][D-Phe] 91,8 +2,3 10,45 + 0,01 11,8+ 1,1
[Naaas][L-Val] 80,5+29 -0,42 + 0,02 78+2,1
[Naasa][L-Al] 854 + 3,6 0,44+ 0,02 5.4+ 2,0
[Nasad][L-Pro] 85,0 + 3, 0,45 + 0,02 6,1+ 2,0
[Naaas]2[L-Glu] 03,2+6,5 -0,46 + 0,03 56+1,7
[N24as]CI 76,9+ 26 -0,46 + 0,03 7,3+16,9

As TLs determinadas experimentalmente para os SABs constituidos por LI +

Na>SOs + H,0, juntamente com o seu respetivo comprimento (TLLs), encontram-se na
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Tabela 6. Um exemplo das TLs obtidas estd demonstrado na Figura 18 através do sistema

ternario [Nasass][L-Phe] + Na.SO4 + H20.

Tabela 6 - Dados experimentais das TLs e TLLs para SABs constituidos por [Nas][AA] + Na2SOs

+ H20. Os valores destacados a negrito e italico correspondem aos pontos de mistura utilizado nos

estudos de particdo. O pH das fases esta igualmente apresentado.

Fragdo massica / % (m/m)

[Nasas][AA] pHT [sal]r [LIQ]r [sallm [LIQ]m [sal]lr [LIQ]r pHF TLL
[Nuasd] 10,47 437 3536 10,14 2496 2201 352 991 3640
[L-Phe] 10,42 2,91 4239 998 2997 2631 1,29 9,96 47,29
[Nuaed] 1043 153 5257 999 2496 13,74 1273 9,93 41,67
[D-Phe] 1042 031 71,37 10,02 30,00 14,27 11,89 9,85 61,09
[Nuaed] 10,95 447 3260 10,00 2497 2659 206 1045 37,71
[L-Val] 10,85 255 4084 998 30,09 3014 091 995 4853
[Naaad] 11,41 472 3270 10,03 2498 2390 478 10,92 33,88
[L-Ala] 11,20 320 3886 998 30,05 3223 116 10,78 47,58
[Naaad] 1153 451 3268 997 2497 2524 336 11,12 3591
[L-Pro] 11,52 255 4155 996 2997 27,72 219 11,08 46,72
[Naaadl> 1099 575 30,85 10,02 2500 2568 356 1058 33,80
[L-Glu] 11,10 350 3956 9,99 29,98 2891 206 10,78 4530
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Figura 18 - Diagrama de fases para o sistema ternario constituido por [Nass][L-Phe] + Na2SO4 + H20:

dados da curva binodal (m); dados das TLs (e); ajuste dos dados da curva binodal segundo a Eq. 1
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3.2.1.2. Efeito do sal

A formacéo de SABs com 0s LIQs [Nasas][D-Phe] e [Nasas][L-Phe], com diversos
sais inorganicos e organicos foi investigada numa segunda etapa, onde 0s principais
resultados se encontram na Tabela 7. A escolha dos sais baseou-se, mais uma vez na série
de Hofmeister [100] e em outros estudos relacionados [96]. Os sais usados foram o
KH2PO4, KNaCsH40s6, Na:S04, KoCO3z, Na2CO3, KoHPO4, KzCsHs07, € 0 K3POs. As
razbes para a escolha destes dois LIQs foram a sua diferente quiralidade e elevada
capacidade de formacdo de SABs. De todos os sais testados, apenas 0 KH2POg4, 0 sal de
menor poder salting-out estudado, ndo foi capaz de promover a separacdo das fases.
Como tal, outros sais de poder salting-out mais baixo ndo foram testados. Os restantes
sais foram capazes de formar SABs, pelo maior poder salting-out que exibem, 0 que se
traduz numa maior afinidade destes com a agua, consequentemente expulsando o LIQ e
promovendo a formacdo de uma segunda fase aquosa. Os valores experimentais

detalhados estdo apresentados no Anexo C, Tabelas C8 a C19.
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Tabela 7 — Combinagdes LI + sal + H2O testadas e a sua capacidade para formar SABs em

funcao do seu poder salting-out. () ndo forma SAB, (v ) forma SAB.

Sal LIQ
- [Na4a4a][L-Phe]  [Na444][D-Phe]
>
Q KH2PO4 X x
=X
'c—*i KNaCsH40s v v
% Na>SO4 v v
g' K>CO3 v v
©
% Na>CO3 v %
£ K2HPO4 v v
<
J K3CsHs07 v v
K3POg4 v v

Os diagramas de fase ternarios para os sistemas compostos por [Nasas][D-Phe]/
[Na4a4][L-Phe] com os diversos sais estdo representados na Figura 19 e permitem avaliar
o efeito do sal na formacdo do SABs. Da mesma forma que na seccao anterior, as curvas
binodais estdo também aqui representadas em unidades de molalidade (mol de soluto por
kg de solvente) de modo a excluir a influéncia das massas moleculares dos sais.
Analisando a Figura 19 e definindo uma concentracdo fixa de sal de 1 mol/kg, a
capacidade de formacdo de SABs constituidos por sais de potassio obedece a série de
Hofmeister [100], diminuindo na seguinte tendéncia (Tabela 7):

K3POs > KoHPO4 > K2CO3 > K3CeHs07 > KNaCsH4O06

Comparando esta tendéncia com a série de Hofmeister é possivel verificar que o
K3CeHsO7 representa uma excecao a série de Hofmeister, uma vez que este é o segundo
sal com maior capacidade salting-out, a seguir ao KsPO4 reportado em literatura. De
acordo com estudos prévios [96, 101], os ides trivalentes (como o caso do PO4* e do
CeHs0O7*) teriam mais capacidade para induzir a formacdo de duas fases do que os
divalentes (e.g. HPO4?, COs®> e CsH4O¢*). Kurnia e colaboradores verificaram que
alguns desvios a série de Hosmeister podem ocorrer em sais compostos por ides
polivalentes, devido as interacdes preferenciais entre os ides em solucdo e ndo devido a
interacdo preferencial do sal com a agua [102], facto que pode justificar o comportamento
observado para 0 KzCgHsO7.

Ja para os sais de sddio a capacidade de formagdo de SABs diminui na seguinte

tendéncia:
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Na2S04 > Na2COs > KNaCsH40s

Neste caso 0 Na2SO4 € a excecdo a série de Hofmeister [100], visto que a sua curva
binodal esta ligeiramente abaixo da do Na,COz [96]. Tendo em conta as duas excegdes a
série de Hofmeister, parece também que este tipo especifico de LIQs, contendo anides
[AA], comporta-se de forma diferente a revelada por LIs convencionais como o
[Csmim][CFsSO3] [96].

De acordo com a série de Hofmeister [100], o catido Na" apresenta um maior poder
salting-out do que o catido K*, o que explica a maior regido bifasica induzida pelo NaCOs3
em relacdo ao K,COs. E neste sentido que se conclui que a maior capacidade do Na2SO4
na formacdo de SABs em relacdo a alguns sais de potassio pode ser devida a sobreposi¢do
do efeito do ido Na".

3.5

3.0 1

2.5 1

2.0 T

[N,..][L/D-Phe] / (mol/kg)

1.5 A

1.0

0.5 A

0.0 T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0

[sal]/ (mol/kg)
Figura 19 - Avaliacdo do impacto do sal em sistemas ternarios constituidos por LI1Q + sal + H20:
[Nasss][L-Phe] + KsPOa (A\), [N4aas][D-Phe] + KsPOu (A), [Nasas][L-Phe] + K2HPO4 (O), [Naa4s] [D-
Phe] + KoHPO4 (@), [Naaas][L-Phe] + Na2SO4 (<), [N4aas][D-Phe] + NazSOs (@), [Naasaq][L-Phe] +
Na2COs (), [N444s][D-Phe] + Na2COs (M), [Naaas][L-Phe] + K2COsz (), [Naaa4][D-Phe] + K2COs (-),
[Naaas][L-Phe] + KsCsHsO7 (<), [Naaas][D-Phe] + KzCsHsO7 (X), [Naaas][L-Phe] + KNaCsH1Os (+),
[Na424][D-Phe] + KNaCsH4Os (+). As ampliagdes correspondem a sais de potéssio (A) e sais de sodio

(B) de modo a facilitar a interpretacdo dos dados.

Para os sistemas estudados, os dados experimentais foram posteriormente ajustados

pela relagdo empirica descrita pela EQ.1, onde os parametros da regresséo e
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correspondentes ¢ estdo apresentados na Tabela 8. As TLs e TLLs determinadas
experimentalmente para os SABs constituidos por [Nasas][L-Phe] / [Naaas][D-Phe] + sal
+ H20, encontram-se descritos na Tabela 9.

Tabela 8 - Parametros de ajustamento determinados pelo ajuste da Eq. 1, usados na

descricdo da curva binodal de cada sistema constituido por LIQ + sal + H20.

Sal Ato Bto (Ct0)10°
[Na244a4][L-Phe]
Na2SO4 92,3+4,3 -0,45 £ 0,02 10,6 +1,8
K2COs 84,3+2,8 -0,37 £ 0,01 17,1+ 0,7
Na,COs 89,5+23 -0,49 £ 0,01 17,2+17
K2HPO4 80,0+ 2,0 -0,36 £ 0,01 8,8+0,4
K3CeHs07 1045+2,5 -0,28 £ 0,01 2,7+0,1
K3PO4 78,1+22 -0,37 £ 0,01 15,2+0,6
KNaCsH4O0s 98,5+ 10,8 -0,31 £ 0,03 34+04
[Na4444][D-Phe]
Na2SO4 918+23 -0,45+ 0,01 118+11
K2COs3 90,0+2,2 -0,39+0,01 153+ 0,6
Na2COs3 845+27 -0,47 £ 0,02 210+1,6
K2HPO4 79,4+1,8 -0,36 + 0,01 9,0+0,4
K3CeHsO7 99,0+25 -0,28 £ 0,01 29+0,3
K3PO4 744+12 -0,34 £ 0,01 157+0,4
KNaC4H40s 90,8+7,8 -0,28 £ 0,03 3,6+0,3
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Tabela 9 - Dados experimentais das TLs e TLLs para SABs constituidos por [Nasss][L-Phe] /

[N4a44][D-Phe] + sal + H20. Os valores destacados a negrito e italico correspondem aos pontos de

mistura utilizado nos estudos de particdo. O pH das fases esta igualmente apresentado.

Fragdo massica / % (m/m)

Sal pHr [sal]r [LIQ]r [sallm [LIQ]m [sallr [LIQ]JF pHrF TLL
[Naaas][L-Phe]
N2SOs 10,47 437 3536 10,14 2496 22,01 352 9,91 36,40
10,42 291 4239 998 2997 26,31 129 9,96 47,29
N&sCOs 12,14 1,46 49,42 10,00 2498 1691 520 11,64 46,84
12,01 345 3576 10,00 20,00 1541 696 1159 31,18
K,HPOs 1044 6,87 29,89 10,10 2495 2364 425 11,10 30,63
10,51 3,67 39,61 10,01 30,05 29,12 1,28 11,11 46,01
KaPOs 1255 0,77 56,64 997 2497 12,73 1549 1255 4284
1249 0,06 7161 996 30,13 14,04 13,03 12,62 60,23
KoCOs 1242 2,13 49,37 10,01 2498 1327 1489 12,09 36,24
1236 0,34 6805 10,00 30,01 1445 1252 12,05 57,30
KaCeHeO: 10,67 11,29 38,61 1987 2482 2554 1572 10,44 26,97
1066 3,80 59,93 1997 30,04 31,20 927 10,32 57,60
KN&CaHOs 10,63 4,97 49,70 19,73 2454 2954 783 10,30 48,55
1052 156 67,32 1985 2983 3134 629 10,18 67,92
[N4444][D-Phe]
N2SOs 1043 4,68 3426 2496 9,99 2271 2,68 9,93 36,36
10,42 390 4252 30,10 998 2659 0,97 9,85 47,83
N&COs 12,02 1,06 52,32 2499 1000 1656 491 1151 49,88
11,97 3,00 3754 2003 10,06 1579 583 1155 34,19
KoHPOs 1042 7,01 29,64 2502 10,01 2349 431 10,77 30,22
1043 3,74 3933 3001 999 2928 1,18 10,9 4591
KsPO: 1248 0,82 54,63 10,02 2497 1292 1561 13,05 40,85
12,40 0,02 71,29 10,21 2997 1447 12,67 12,84 60,37
KoCOq 1234 229 4956 999 2492 12,70 16,25 12,11 34,89
1238 068 6505 10,03 30,01 14,80 12,11 12,10 54,79
KaCeHeO: 10,62 7,65 4543 20,02 2494 2724 1298 1055 37,90
10,61 2,81 62,21 19,92 2995 31,13 881 1042 60,45
10,48 10,23 3568 18,14 2268 21,09 17,84 10,29, 20,88
KNaCsH40s
10,58 1,07 68,02 19,77 29,74 31,26 6,23 10,17 68,77
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3.2.2. Estudo da particdo dos enantiomeros do acido mandélico nos SABs

Apo0s a determinagdo dos diagramas de fase dos sistemas constituidos por LIQ +
Na,SOs + H20, a capacidade de separacdo dos enantiomeros do acido mandélico
(composto quiral modelo) utilizando estes sistemas foi investigada. Os efeitos analisados
nestes estudos foram trés, seguindo a mesma ldégica dos estudos da capacidade de
formagéo de SABs (seccdo 3.2.1), nomeadamente o efeito:

i) do anido [AA], de modo a perceber qual a estrutura que mais favorece e/ou
seletivamente interage com o R-acido mandélico ou o S-acido mandélico;

i) do sal, com o objetivo de entender o papel do seu poder salting-out;

iii) da adi¢do do ido cobre, comummente usado como seletor quiral devido a sua

capacidade de complexar com ligandos quirais especificos [103, 104].

3.2.2.1. Efeito do LIQ

Para este estudo, selecionou-se um ponto de mistura fixo com uma concentracdo de
25 % (m/m) de LIQ + 10 % (m/m) de Na2SO4 + 65 % (m/m) de H20, ponto de mistura
selecionado como estando dentro da regido bifasica de todos os SABs em estudo neste
trabalho. Apos a separacdo das fases coexistentes, as fases de topo ricas em LIQ foram
analisadas por HPLC. Para cada sistema, foram determinados os pardmetros eficiéncia de
extracdo e 0 excesso enantiomérico, descritos pelas Eq. 10 e Eq. 11, respetivamente e
apresentados na Figura 20. O &cido mandélico € um composto polar, como evidenciado
pelo seu coeficiente de particdo octanol-agua proximo de zero (logKow = 0,62) € a sua
elevada solubilidade em agua (181 g/L) [88]. Além disso, tendo em conta a sua constante
de dissociacdo acidica (pKa = 3,41) [88], conclui-se que este se encontra sempre
carregado negativamente no intervalo de pHs dos sistemas em estudo (Tabelas 6 e 9).
Sendo constante a sua carga a superficie, conclui-se que a especiacao do acido mandélico
ndo ird afetar os resultados de particdo obtidos.

A migracdo preferencial do &cido mandélico, quer do enantiomero R, quer do
enantibmero S, para a fase de topo rica em LIQ, € um resultado maioritariamente
controlado pelo poder salting-out do Na,SO4. De acordo com a Figura 20, a aptidao destes
sistemas para separar 0 R-acido mandélico do S-acido mandélico segue a seguinte
tendéncia, variando o e.e. % entre 12,4 + 2,0 (%) e 1,3 + 1,0 (%):

[Na4aa]2[L-Glu] > [Naaaa][L-Ala] > [Na4aa][L-Pro] > [Nasas][D-Phe] > [Naaaa][L-Phe] >
[Naaas][L-Val]
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Pela sequéncia mencionada anteriormente, o sistema composto por [Nasasa]2[L-Glu]
+ Na2S04 + H20 é aquele que apresenta um maior e.e. % = 12,4 + 2,0 (%) e uma maior
diferenca entre as EE do enantiomeroR e S, EEr = 79,5 £ 5,8 (%) e EEs = 63,1 £ 5,4 (%),
respetivamente. Tendo em conta 0 modelo dos trés pontos de interacdo descrito
anteriormente e que define a separacdo eficiente de enantiomeros, varios tipos de
interaces podem afetar a separacdo de enantiomeros em SABs quirais, nomeadamente
pontes de hidrogénio, van der Waals e interacGes eletrostaticas [19]. Sendo este 0 Unico
LIQ contendo um grupo funcional acidico extra ao nivel do anido, é possivel que a
extensdo da separacéo dos dois enantidmeros do acido mandélico esteja relacionada com
interaces diferenciais ao nivel dos grupos acidicos do [L-Glu]* com cada um dos
enantiomeros.

Em relacdo aos restantes LIQs estudados parece que ndo ocorrem interacdes tdo
favoraveis para que a separacdo enantiomérica seja eficiente. Especialmente, no caso dos
L1Qs [Na4sas][D-Phe] e [Naass][L-Phe], seria de esperar um e.e. % em cada um dos
enantiomeros devido a sua diferente quiralidade (rotacdo Gtica de 0,91 + 0,05 e -0,85 +

0,04, respetivamente).
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Figura 20 - Eficiéncias de extracio (EE, %, barras) dos enantiémeros R (Jl) e S () do acido mandélico e excesso enantiomérico (e.e. %, @) obtidos com SABs

constituidos por L1Qs + Naz2SO4 + H20.
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3.2.2.2. Efeito da introducéo do ido cobre como seletor quiral

De forma a tentar melhorar os resultados obtidos anteriormente, aos sistemas
compostos por [Nasss][L-Pro], [Nasss][L-Ala] e [Nasss]2[L-Glu] + NazSOs + H20O foi
adicionado CuSO4 a 0,5 % (m/m). O potencial dos complexos de cobre na separagéo
enantiomérica tem sido reportado em varios trabalhos [19, 39], e por isso a introducéo do
ido Cu?* foi também contemplada neste estudo de otimizacdo da particio dos
enantiomeros do adico mandélico. Além disso, a escolha do CuSO4 deve-se ao facto dos
SABs estudados neste subcapitulo serem constituidos por LIQ + NazSOas, evitando-se
assim a adicdo de outra espécie ionica que nio o Cu?*. A Figura 21 apresenta os resultados
da separacao enantiomérica para os sistemas compostos por LIQ + Na>SOs + H20 e LIQ
+ NazS04 + CuSO4 + H20. A excecdo do sistema formado por [Naaas][L-Pro] + Na2SO4
+ CuSO4 + H20, no qual se verifica uma separagcdo mais eficiente dos enantiomeros do
acido mandélico (migracGes preferéncias para fases opostas) entre as fases coexistentes
(EErR =46,3% + 1,8 % e EEs = 55,9 % + 1,4 %), os dois isomeros de &cido mandélico
migram preferencialmente para a fase rica em LIQ.

A capacidade destes sistemas para separar os enatiomeros do acido mandélico segue
a tendéncia seguinte, variando o e.e. % entre 12,4 £ 2,0 (%) e 4,4 £ 1,2 (%):

[Na4aaa]2[L-Glu] > [Naaas][L-Pro] + CuSOa > [Naaaa][L-Ala] + CuSOa > [Naaaa]2[L-
Glu] + CuSOas > [Naaasa][L-Ala] > [Naaas][L-Pro]

De notar que os e.e.% apresentados como valores negativos representam apenas um
enriquecimento da fase rica em LIQ no enantiomero S, de modo a facilitar a interpretacédo
dos dados obtidos. O sistema formado por [Nas4s]2[L-Glu] + Na.SO4 + H20 continua a
ser aquele que apresenta um maior e.e. % = 12,4 + 2,0 (%) e uma maior discrepancia entre
as EE do enantiomero R e S (EEr = 79,5 % £ 5,8 % e EEs = 63,1 % + 5,4 %), tal como
descrito anteriormente. Observando a Figura 21, é possivel concluir que a introducdo de
CuSO4 nos sistemas constituidos por [Nasss][L-Ala] e [Naaas][L-Pro] + NazSO4 aumenta
0ee%|[de4,5 %17 (%) para 6,4 £ 0,6 (%) e de 4,4 £ 1,2 (%) para -8,8 £ 1,0 (%)].
Assim, parece que comegam a ocorrer interacbes mais favoraveis entre os L1Qs e 0 acido
mandélico, pela presenca do i Cu?*, que levam & separacio mais eficiente dos
enantibmeros em estudo. No entanto, o oposto acontece no SAB constituido por
[Nasas]2[L-Glu] + Na2SOs, sendo que a introdugdo de CuSO4 compromete a separacao
dos dois enantiomeros (12,4 £ 2,0 para -6,1 £ 0,1). Além disto, a adicdo de CuSO4
promove intera¢cdes mais favoraveis com o enantibmero S-4cido mandélico do que com

0 R-acido mandélico nos sistemas contendo 0s LI1QS [Naaaa][L-Pro] e [Naaasa]2[L-Glu] +
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Na2SOs. Deste modo, parece que a estabilidade dos complexos Cu?*-LIQ-acido
mandélico ditam o comportamento da separacdo neste tipo de SABs, tal como verificado
para a aplicagdo de complexos de ciclodextrina-cobre como seletores quirais noutros tipos
de sistemas para separar os enantiomeros de acido mandélico ou do &cido a-

ciclohexilmandélico [19, 39].
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Figura 21 - Eficiéncias de extracédo (EE, barras) dos enantiémeros R (ll, ) e S (B, ) do acido mandélico e excesso enantiomérico (e.e. %, @) obtidos com SABs

constituidos L1Q + Na2SO4 + H20 na presenca e auséncia de CuSOa.
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3.2.2.3. Efeito do sal

O efeito do sal enquanto formador de fases foi avaliado na particdo do R-acido
mandélico e S-acido mandélico recorrendo a dois LIQs com elevada capacidade de
formacdo de SABs e quiralidade diferente, [N4444][L-Phe] e [Nassa4][D-Phe]. O objetivo
desta etapa de otimizacéo consistiu no estudo do efeito do poder salting-out dos sais, bem
como do efeito das espécies ionicas presentes em solugéo.

Na Figura 22 encontram-se expostos os resultados da separacao enantiomérica para
os sistemas formados pelos dois LIQS [Nass][L-Phe] e [Na4s4][D-Phe] e cinco sais
diferentes, nomeadamente Na>SOs, NaxCOz, K>COs3, KoHPOs e K3POs. Os SABs
contendo os dois sais organicos de citrato e tartarato, devido a sua menor regido bifésica,
apresentam-se monofasicos no ponto de mistura 25 % (m/m) de LIQ + 10 % (m/m) de sal
selecionado. Como tal, foi adotado um ponto de mistura considerando a sua zona bifasica
[25 % (m/m) de LIQ + 20 % (m/m) de K3CsHsO7/KNaCsH4Os], mas devido a precipitagao
do &cido mandélico, estes ndo foram considerados neste estudo.

Tal como anteriormente descrito, o &cido mandélico migra preferencialmente para
a fase de topo rica em LIQ. A capacidade demonstrada por estes SABs para separar estes
dois enantibmeros varia de acordo com os valores de e.e. % de 1,6 £ 0,6 (%) para 9,2 +
0,4 (%) e de 3,0 £ 0,7 (%) para 8,3 £ 0,1 (%) para os SABs contendo [Nasas][L-Phe] e
[Na4s44][D-Phe], respetivamente:

[Naaas][L-Phe]: KaHPO4 > K2CO3s > K3PO4 > Na2SO4 > Na2COs
[N4444][D-Phe]: K3sPO4 = K2HPO4 > K2CO3 > Na2CO3~ NazxSO4

Numa primeira analise é possivel verificar que sais contendo o ido K* parecem ser
mais eficientes do que os seus pares com Na* na separacao de misturas racémicas de acido
mandélico recorrendo a SABs constituidos por LIQs a base de [Phe]". Pela sequéncia
mencionada anteriormente, o sistema composto por [Nasas][L-Phe] + K:HPO4 € aquele
que apresenta um maior e.e. % = 9,2 + 0,4 (%) e uma maior discrepancia entre as EE dos
dois enantidbmeros (EEr = 94,0 % + 1,8 % e EEs = 73,6 % + 1,0%, respetivamente). Pode
entdo concluir-se que por alteracdo do agente salting-out e consequente mudanca das

espécies ionicas em solucdo € possivel maximizar os e.e. %.
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Figura 22 - Eficiéncias de extracéo (EE, barras) dos enantiémero R (Jll, l) ¢ S (38, ) do 4cido mandélico e excesso enantiomérico (e.e. %, @) obtidos com SABs

constituidos [N4sas][L-Phe]/[Na4s4][D-Phe] + sal.

[Nisaa][L-Phe] [Nysqq][D-Phe]  [Nigas][L-Phe]
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A influéncia de diferentes sais em aplicacbes de resolucdo enantiomérica foi
comprovada em SABs constituidos por outros LIQs e diferentes sais para resolucdo de
racematos de fenilalanina [47]. Os autores indicam que o pH do sal em solugéo e a carga
adquirida pelo aminoacido como a causa das diferencas nos valores de e.e. % [47].
Contudo, no presente trabalho, o acido mandélico esta maioritariamente na mesma forma
carregada no intervalo de pH destes SABs com sais diferentes [81]. Por fim, a mudanga
de quiralidade do anido [Phe]” ndo se revela seletiva para os enantiomeros do acido

mandélico (ver secédo 3.2.2.1.).

3.2.2.4. Comparagéo com outros SABs

O melhor SAB testado neste trabalho para a enantioseparacéo do &cido mandélico
foi 0 [Naaas]2[L-Glu] + Na2SOs, tendo sido obtido um e.e. % de 12,4 £ 2,0 (%),
correspondendo a uma razéo entre as massas de R-acido mandélico e S-acido mandélico
na fase de topo de 1,28 + 0,1, num Unico passo de separacdo. Estes valores de seletividade
(tanto de e.e. % como de razdo das massas dos enantiomeros na fase rica em LIQ) sdo
inferiores aos reportados na literatura para diversos tipos de SABs aplicados na resolucao
quiral de racematos de acido mandélico e seus derivados (Tabela 10). Contudo, foram
apenas estudados os efeitos da estrutura dos L1Qs e dos agentes salting-out, bem como o
efeito da presenca do ido Cu?*. OtimizagOes adicionais ao nivel do pH e da temperatura,
bem como dos pontos de mistura adotados poderiam levar a melhores resultados, como
observados noutros trabalhos [19, 21, 39].

O valor maximo de seletividade (e.e. % = 67,9 %) é obtido por Xing e co-autores
[39] utilizando sistemas constituidos por surfatantes. A formacdo destes sistemas é
induzida por aumentos da temperatura, consistindo num gasto energético superior. Além
disso, neste trabalho é utilizado como seletor quiral o complexo Cu.-B-CD, tal como no
estudo realizado por Li e co-autores [19]. Nestes trabalhos € utilizado um componente
extra como seletor quiral, um elemento que ndo é essencial a formacdo do SAB, o qual
torna obrigatoriamente o processo mais complexo, mas que parece compensar em termos
de seletividade.

Relativamente aos trabalhos de Tan e co-autores [21] e Li e co-autores [19], estes
utilizam SABs compostos por polietilenoglicol (PEG) de elevado peso molecular (< 1500
g/mol) e sais, utilizando um quarto componente como seletor quiral. O uso de
combinagBes de polimero-sal revelam ndo s6 uma diferenca abrupta da polaridade das

fases, dificultando a manipulacdo das interagbes mais propicias a existir



enantioseparacdo, como também uma separacdo de fases mais lenta, devido a elevada
viscosidade da fase rica em polimero.

Chen e co-autores [48] reportam seletividades superiores as obtidas neste trabalho,
utilizando também SABs constituidos por LIs ndo quirais e sais. No entanto, os LIs sdo
pouco estaveis devido a presenca do anido [BF4], sofrendo hidrdlise em meio aquoso
[50]. Os LIQs aqui utilizados, tal como demonstrado pelos seus valores de ECso para
Vibrio fischeri, constituem uma alternativa mais adequada. A semelhanca dos trabalhos
descritos anteriormente, HP-B-CD foi aqui adicionado a mistura ternaria como seletor
quiral.

Tan e co-autores [106] obtiveram um valor de o de 1,27, e semelhante aquele que
foi obtido neste estudo (1,28), sendo o Unico, entre os que sdo apresentados na Tabela 10,
gue segue uma abordagem semelhante a que se adotou neste trabalho. Por outras palavras,
€ 0 Unico que usa um dos constituintes do SAB simultaneamente como formador de fase
e seletor quiral. Esta abordagem permite diminuir o nUmero de compostos quimicos no
SAB, ndo sendo necesséria a adi¢cdo de um quarto componente a mistura bifasica para
obter reconhecimento quiral. Este aspeto simplifica também etapas futuras de isolamento
dos enantiémeros e reciclo dos constituintes de fases. Foi neste &mbito que Tan e co-
autores [106], utilizando um polimero termo-sensivel, desenvolveram uma forma simples

de o reutilizar por aumento da temperatura, deixando o acido mandélico em solucéo.

87



Tabela 10 — Separacao de misturas racémicas do acido mandélico (ou derivados) utilizando

SABs. Os parametros de enantiosseletividade calculados correspondem ao excesso enantiomérico

[SouR]-[Rous] = [SouR]Fase1/[SOuR]Fase2
Yy = ——— - - - =
numa dada fase (e.e% SIIR] % 100) e ao fator de separacéo (« RouSlrace 1/ [RouSlracct)”
. Mistura .
SAB Seletor quiral L Seletividade Ref.
racemica

ee.%=124% Este

[Na4a4]2[L-Glu] +
a=1,28 trabalho

N2,SOu [Nasas]2[L-Glu] RS-AM

Triton-114 Cuz-B-CD RS-AM ee. %=679% [39]

Poly(MAH-B-  Poly(MAH-p-
CD-co-NIPAAM CD-co- RS-AM a=127 [106]
+ dextrana T40 NIPAAM

ee.%=421%

PEG + (NH4)2SO4 B-CD RS-AM o= 2.46 [21]
PEG + a -ciclohexil- _

NasCsH=Or Cuz-p-CD AM a=1,36 [19]
[Camim][BF4] + a a -ciclohexil- _

(NH)2S04 HP-B-CD AM a=1,59 [48]
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4. Consideracoes finais
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4.1. Conclusoes

Neste trabalho foram sintetizados LIQs com propriedades quirais, em particular o
[Nasas][L-Phe], [N2424][D-Phe], [Naaas][L-Val], [Nasas][L-Ala], [Nasas][L-Pro], [Nasas][L-
Arg], [Naaas]2[L-Glu], [Naaas]o[L-Tar], [Nasas]o[D-Tar], [Col][L-Phe], [Col][D-Phe],
[Col]2[L-Glu]; com rendimentos superiores a 85 % e com um grau elevado de pureza,
como mostram 0s RMN. Destes doze compostos apenas cinco séo liquidos a temperatura
ambiente, nomeadamente 0 [Nasas][L-Val], [Naaas][L-Pro], [Col][L-Phe], [Col][D-Phe] e
o [Col]z[L-Glu].

Apos a sintese dos LIQs, as suas propriedades fisico-quimicas foram avaliadas.
Determinou-se a temperatura de fusdo e de decomposicao para cada LIQ, bem como a
viscosidade, a densidade, indice de refracdo e rotacdo 6tica. As temperaturas de fusdo dos
LIQs sintetizados variam entre -46 e 123 °C, sendo 0 [Naaas]2[L-Glu], 0 composto que
apresenta o maior valor e 0 [Nsas][L-Val] 0 que apresenta 0 menor. De acordo com as
temperaturas de decomposicdo obtidas, os LIQs sintetizados tém uma elevada
estabilidade térmica, pelo menos até 160 °C. O [Col][D-Phe] é aquele que apresenta maior
viscosidade e maior indice de refracdo, enquanto o [Col]o[L-Glu] é o que exibe uma
densidade superior. Por outro lado, 0 [Nas4s4][L-Val] tem valores inferiores de densidade
e indice de refracdo e 0 [Naas4][L-Pro] uma viscosidade menor. Relativamente a rotagdo
Gtica os valores variam entre -33,10 para 0 [Nasa4s][L-Pro] e 9,35 obtido para 0 [Nasas][L-
Arg].

O impacto toxicologico destes LIQs na bactéria Vibrio fischeri, a diferentes tempos
de exposic¢do foi igualmente avaliado. Numa primeira analise foi possivel classificar estes
LIQs como sendo ndo toxicos de acordo com as normas da legislacdo europeia (Categoria:
Acute 3) [93]. Utilizando a classificacdo de Passino e Smith [89], e tendo em conta 0s
valores de ECso para 30 minutos de exposicdo, foi possivel identificar parte dos LIQs
sintetizados como “moderadamente toxicos” e os restantes como “praticamente
inofensivos”. Para 0s 30 minutos de exposicao, 0 [Nasss][L-Phe] e 0 [Naaas]2[L-Tar] foram
identificados como os L1Qs mais e menos toxicos, respetivamente.

Neste estudo, foram também determinados novos diagramas de fase para 0s SABs
constituidos por LIQs + Na2SOs + H20, bem como constituidos por [Nasas][L-Phe] e
[Na424][D-Phe], e diferentes sais. A tendéncia observada para os diagramas constituidos
por LIQ + Na2SO4 + H20 esté de acordo com a hidrofilicidade dos aminoécidos que dao

origem aos LIQs. Por outro lado, verificou-se que a tendéncia obtida nos SABs compostos

91



por [Nasas][L-Phe] e [Nasss][D-Phe] + sal é em geral concordante com a série de
Hofmeister, embora com algumas excec¢des, nomeadamente o0 comportamento de Na>SO4
e K3CsHs07.

Apds a determinacdo das curvas binodais, os SABs desenvolvidos foram aplicados
na separacdo dos enantiomeros R e S do acido mandélico. Trés abordagens foram
consideradas no decorrer destes estudos de otimizagdo da particdo dos enantibmeros R-
acido mandélico e S-acido mandélico. Inicialmente, estudou-se o efeito do anido do LI1Q
onde o melhor resultado foi obtido para o sistema composto por [Nasas]2[L-Glu] + Na2SO4
+ H20, com um e.e. % de 12,4 £ 2,0 (%), o melhor resultado obtido neste trabalho. No
geral, o estudo do efeito do ido cobre como seletor quiral, através da adi¢do de CuSOs a
0,5 % (m/m) nos SABs constituidos por LIQ + Na>SOa revelou-se vantajoso. Por fim, foi
testado o efeito do sal através do uso de SABs formados por [Naass][L-Phe] e [Naaasa][D-
Phe] e diversos sais, verificando-se que os resultados obtidos indicam que é possivel
melhorar o0 e.e.% de 1,6 = 0,6 (%) para 9,2 £ 0,4 (%), pela variacdo do sal de Na.COs
para K2HPO4.

4.2. Perspetivas futuras

Este trabalho inclui uma série de estudos de separacdo de enantiomeros de acido
mandélico que sdo preliminares e necessitam por isso de otimizacdo. De forma a ampliar
0 estudo do efeito da quiralidade do LI na separacdo dos enantiomeros do &cido
mandélico, seria relevante efetuar a sintese dos outros isdmeros dos L1Qs ja sintetizados,
nomeadamente [Nasas]2[D-Glu], [Nasazsa][D-Val], [N24ss][D-Pro] e [Naasas][D-Ala], 0 que
permitiria uma comparacdo mais alargada da capacidade de separacdo dos SABs com
LIQs aqui desenvolvidos.

Apesar dos LIQs derivados do catido colinio necessitarem de sais com forte poder
salting-out para a formacéo de SABSs, seria importante aplicar os que ja foram sintetizados
e até mesmo sintetizar outros com diferentes aminoécidos em SABs. Utilizando esta
familia de LIQ seria possivel utilizar outro tipo de componentes para a formacao de SAB
como polimeros, melhorando o carater biocompativel da tecnologia desenvolvida nesta
tese [107]. Para alem dos L1Qs mencionados anteriormente, a sintese de outras familias,
nomeadamente fosfonio e imidazdlio, com outros aminoacidos também poderia ser
realizada objetivando uma melhor compreensdo dos efeitos do catido e do anido na

extracdo do acido mandélico. Outra abordagem possivel é a utilizacdo de AA como catido
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quiral, tendo em conta a sua capacidade de poder ser catido ou anido, podendo ir até mais
longe e estudar LIQs com quiralidade dupla, ou seja, quiralidade no ani&o e no catido.
Seria também importante alargar a aplicacdo destes SAB a outras moléculas com maior
destaque, valor acrescentado e interesse na industria farmacéutica.

Em relacdo a etapa de isolamento e reciclo dos componentes de fase, apesar de estar
fora do objetivo da presente tese, € um passo futuro necessario para apoiar o interesse
industrial e ambiental da tecnologia desenvolvida [108]. Varias técnicas poderiam ser
utilizadas, sendo que a cristalizacdo parece a mais adequada, podendo depois as fases
serem reaproveitadas num novo SAB. Sendo a cristalizacdo também uma técnica de
resolucdo de racematos limitada pela sua elevada especificidade, os SABs aqui
desenvolvidos poderiam ser aplicados antes do processo de cristalizagdo como um pré-
passo de enriquecimento no enantiomero de interesse, neste caso do R-AM.

Por fim, e uma vez que o papel dos LIQs como seletores quirais € pouco
compreendido, seria importante fazer estudos moleculares de modo a perceber quais as
interacOes mais favoraveis para uma resolucédo quiral mais eficiente. Técnicas como RMN
1D e 2D foram ja utilizadas por Wu e co-autores para estudar o mecanismo de interacao

entre os enantiomeros da fenilalanina e o seletor quiral (LI + Cu?*) em SABs [47].
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Anexo A — curvas de calibracdo HPLC
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A. Curvas de calibragdo para a quantificacdo dos enantiomeros do acido mandélico
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Figura A 1 - Curva de calibragdo para a concentragdo do enantiomero R de acido mandélico (A =
270 nm).
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Figura A 2 - Curva de calibrago para a concentracéo do enantidmero S de acido mandélico (A =
270 nm).
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Anexo B - caracterizacao dos LI1Qs
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B. Caracterizacédo dos LI1Qs
B1.H e *C RMN

[Naazs][L-Phe]: TH NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): & 0,95 (t, Jun = 7,3 Hz, 12H,
NCH2CH2CH>CHs); 1,27 — 1,45 (sext, Jun = 7,3 Hz, 8H, NCH2CH,CH2CHzs); 1,55 - 1,72
(m, 8H, NCH2CH2CH2CH3); 2,87 (dd, Juirp = 7,3 HZ, Jrarp = 13,5 Hz, 1H, CeHs-CH(B));
3,01 (dd, Jmime = 5,6 Hz, Juap = 13,5 Hz, 1H, CeHs-CH(a)); 3,08 — 3,29 (m, 8H,
NCH2CH2CH>CH?3); 3,53 (dd, Jxs#a = 5,6 Hz, Juimp = 7,3 Hz, 1H, O.C-CH); 7,23 — 7,45
(m, 5H, CsHs-CH2). 3C NMR (D0, 75.47 MHz, [ppm]): § 12,77; 19,09; 23,06; 40,39;
57,28; 58,03; 126,65; 128,56; 129,38; 137,99; 181,79.
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Figura B 1 - Espectro de RMN de *H do [Naszs][L-Phe].
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Figura B 2 - Espectro de RMN de *C do [Na4ss][L-Phe].
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[Naazs][D-Phe]: *H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): & 0,95 (t, Jun = 7,3 Hz, 12H,
NCH2CH2CH.CHz3); 11,28 — 1,43 (sext, Jun = 7,3 Hz, 8H, NCH2CH2CH2CH3); 1,55 —
1,71 (m, 8H, NCH>CH2CH2CH?3); 2,87 (dd, Juizs = 7,4 Hz, Juamp = 13,5 Hz, 1H, CeHs-
CH(p)); 3,02 (dd, Ju1s6 = 5,5 HZ, Jparp = 13,5 Hz, 1H, CeHs-CH(a)); 3,09 — 3,25 (m, 8H,
NCH2CH2CH>CH?3); 3,53 (dd, J#i#e = 5,5 Hz, Juimp = 7,3 Hz, 1H, O.C-CH); 7,25 - 7,43
(m, 5H, CsHs-CH>). 3C NMR (D0, 75.47 MHz, [ppm]): § 12,79; 19,09; 23,05; 40,29;
57,24; 58,02; 126,68; 128,59; 129,39; 137,91, 181,52.
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Figura B 3 - Espectro de RMN de *H do [Nass][D-Phe].
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Figura B 4 - Espectro de RMN de **C do [Na4as][D-Phe].
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[Naaza][L-Val]: *H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): & 0,86 (d, Jur = 6,9 Hz, 3H, CHa(f8)-
CH); 0,90 - 1,02 (m, 15H, CHaz(a)-CH e NCH2CH.CH>CH35); 1,36 (sext, Jun = 7,3 Hz,
8H, NCH2CHCH,CHs); 1,58 — 1,73 (m, 8H, NCH,CH,CH,CHs); 1,86 — 1,99 (m, 1H,
(CH3)2-CH-C-); 3,05 (d, Jun = 52 Hz, 1H, -O,C-CH); 3,14 — 3,29 (m, 8H,
NCH,CH,CH2CHz). *3C NMR (D;0, 75.47 MHz, [ppm]): § 12,80; 16,62; 19,02; 19,10;
23,06; 31,57; 58,04; 61,72; 182,33.
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Figura B 5 - Espectro de RMN de 'H do [Nasss][L-Val].
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Figura B 6 - Espectro de RMN de C do [Naass][L-Val].
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[Nasas][L-Ala]: 'H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): & 0,82 (t, Jun = 7,3 Hz, 12H,
NCH2CH2CH>CH3); 1,10 (d, Jun = 7,1 Hz, 3H, NH2CH-CHa); 1,15 — 1,33 (m, 8H,
NCH,CH,CH,CHa); 1,42 — 1,63 (m, 8H, NCH,CH,CH,CH3); 2,99 — 3,13 (m, 8H,
NCH2CH2CH>CHs); 3,18 (q, Jur = 7,1 Hz, 1H, 02C-CH). *C NMR (D;0, 75.47 MHz,
[ppm]): & 12,84; 19,10; 20,10; 23,06; 51,33; 58,02; 183,82.
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Figura B 7 - Espectro de RMN de 'H do [Na4s][L-Ala].
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Figura B 8 - Espectro de RMN de °C do [Nasss][L-Ala].
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[Nasaza][L-Pro]: *H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): § 0,80 (t, Jun = 7,3 Hz, 12H,
NCH,CH2CH2CH?3); 1,12 - 1,31 (sext, Jun = 7,2 Hz, 8H, NCH,CH2CH>CHj3); 1,39 - 1,73
(m, 11H, CH,CHHCHCO2e NCH2CH2CH2CHs); 1,89 — 2,08 (m, 1H, HNCH.CH,CHH);
2,59 — 2,73 (m, 1H, NHCHH); 2,88 — 3,16 (m, 9H, NHCHH e NCH,CH,CH,CHj); 3,33
— 3,45 (m, 1H, CHCO). 3C NMR (D20, 75.47 MHz, [ppm]): & 12,83; 19,09; 23,05;
24,95; 30,52; 45,96; 58,01; 61,38; 181,04.
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Figura B 9 - Espectro de RMN de 'H do [Nasss][L-Pro].
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Figura B 10 - Espectro de RMN de **C do [Na4ss][L-Pro].
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[Nasas][L-Arg]: *H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): & 0,79 (t, Jun = 7,0 Hz, 12H,
NCH,CH,CH2CHs); 1,08 — 1,31(m, 8H, NCH,CH,CH2CHs); 1,32 — 1,73 (m, 12H, CH,-
CH2-CHNH2CO2 e NCH2CH2CH2CHs3); 2,77 — 3,30 (m, 11H, CH2CH>-CH2-CHNH2CO;
e NCH2CH,CH2CHj3). °C NMR (D20, 75.47 MHz, [ppm]): & 12,78; 19,07; 23,03; 24,66;
31,73; 41,00; 55,54; 58,01; 158,02; 183,08.
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Figura B 11 - Espectro de RMN de 'H do [Nasas][L-Arg].

6E+08
Fse+08
Fag+08
Lag+08
4E+08
36408
2E+08
F2E+08
2E+08

F1E+08

J LN F

T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura B 12 - Espectro de RMN de *C do [Na4s][L-Arg].
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[Nasaza]2[L-Glu]: *H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): & 0,95 (t, Jun = 7,3 Hz, 24H,
NCH2CH2CH2CH5); 1,37 (sext, Jun = 7,3 Hz, 16H, NCH2CH2CH,CH3); 1,56 — 1,98 (m,
18H, O,C-CH2CH; e NCH.CH,CH,CHj3); 2,15 — 2,27 (m, 2H, O2C-CH2CHy); 3,11 —
3,33 (m, 17H, 02C-CH-NH; e NCH,CH2CH,CHjs). *C NMR (D20, 75.47 MHz, [ppm]):
8 12,77; 19,07; 23,06; 31,28; 34,05; 55,75; 58,04; 181,71; 182,08.
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Figura B 13 - Espectro de RMN de *H do [Nasss]2[L-Glu].
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Figura B 14 - Espectro de RMN de *C do [Nasas]2[L-Glul].
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[Nasaa]2[L-Tar]: 'H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): & 0,83 (t, Jun = 7,3 Hz, 24H,
NCH,CH>CH2CHa); 1,13 — 1,34 (sext, Jun = 7,2 Hz, 16H, NCH2CH,CH2CHs); 1,43 —
1,61 (m, 16H, NCH,CH2CH2CHs); 2,96 — 3,19 (m, 16H, NCH2CH,CH,CHs); 4,15 (s,
2H, CHOHCHOHCO,). **C NMR (D20, 75.47 MHz, [ppm]): & 12,84; 19,10; 23,07;
58,03; 73,71; 178,05.
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Figura B 15 - Espectro de RMN de *H do [Nasss]2[L-Tar].
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Figura B 16 - Espectro de RMN de *C do [Na4as]2[L-Tar].
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[Naaza]2[D-Tar]: *H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): § 0,83 (t, Jun = 7,3 Hz, 24H,
NCH>CH2CH2CHz3); 1,15 — 1,34 (sext, Jun = 7,1 Hz, 16H, NCH.CH,CH,CHj3); 1,40 —
1,63 (m, 16H, NCH,CH>CH>CH3); 2,94 — 3,24 (m, 16H, NCH.CH,CH>CH3); 4,16 (s,
2H, CHOHCHOHCO,). **C NMR (D20, 75.47 MHz, [ppm]): & 12,89; 19,12; 23,08;
58,02; 73,68; 177,93.
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Figura B 17 - Espectro de RMN de H do [Nasas]2[D-Tar].
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Figura B 18 - Espectro de RMN de **C do [Naass]2[D-Tarl].
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[Col][L-Phe]: *H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): & 2,85 (dd, Jux = 7,3 HZ, Jparp = 13,5
Hz, 1H, CeHs-CH(p)); 3,00 (dd, Jriza = 5,6 Hz, Jreasp = 13,5 Hz, 1H, CeHs-CH(@)); 3,14
(s, 9H, N(CHs)3); 3,42 — 3,54 (m, 3H, HoN-CH e HO-CH,CHy>); 3,97 — 4,04 (m, 2H, HO-
CH2CHy); 7,26 — 7,41 (m, 5H, CeHs-CH>). 3C NMR (D20, 75.47 MHz, [ppm)]): § 40,44;
53,76; 55,49; 57,30; 67,31; 126,66; 128,58; 129,39; 138,05; 181,77.
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Figura B 19 - Espectro de RMN de *H do [Col][L-Phe].
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Figura B 20 - Espectro de RMN de *H do [Col][L-Phe].
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[Col][D-Phe]: *H NMR (D20, 300 MHz, [ppm]): & 2,86 (dd, Ju1ms = 7,3 Hz, Juars = 13,5
Hz, 1H, CeHs-CH(p)); 3,01 (dd, Jr1za = 5,6 Hz, Jrreasp = 13,6 Hz, 1H, CeHs-CH(@)); 3.15
(s, 9H, N(CHs)3); 3,43 — 3,54 (m, 3H, HoN-CH e HO-CH,CHy>); 3,98 — 4,05 (m, 2H, HO-
CH2CHy); 7,25 — 7,40 (m, 5H, C¢Hs-CH,). 3C NMR (D20, 75.47 MHz, [ppm]): & 40,44;
53,76; 55,49; 57,30; 67,37; 126,66; 128,58; 129,39; 138,05; 181,77.
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Figura B 21 - Espectro de RMN de 'H do [Col][D-Phe].
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Figura B 22 - Espectro de RMN de *C do [Col][D-Phe].
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[Col]z[L-Glu]: *H NMR (D-0, 300 MHz, [ppm]): 8 1,54 — 1,80 (m, 2H, OOC-CHzCHy);
2,01 — 2,09 (M, 2H, ©O0C-CH2CH>); 3,01 — 3,13 (m, 19H, HoN-CH e N(CHa)s); 3,34 —
3,41 (M, 4H, HO-CH,CHy); 3,87 — 3,95 (m, 4H, HO-CH,CH,). 3C NMR (D0, 75.47
MHz, [ppm]): 8 31,71; 34,11; 53,78; 55,49; 55,82; 67,34; 182,42; 182,48.
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Figura B 23 - Espectro de RMN de 'H do [Col]2[L-Glul].
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Figura B 24 - Espectro de RMN de *C do [Col]2[L-Glu].
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B2. Perfis de DSC
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Figura B 25 — Curva de DSC para 0 [Nasas][L-Phe].
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Figura B 26 - Curva de DSC para 0 [Na44s][D-Phe].
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Figura B 27 - Curva de DSC para 0 [Nasass][L-Val].
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Figura B 28 - Curva de DSC para o [Nasss][L-Ala].
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Figura B 29 - Curva de DSC para 0 [Nassss][L-Arg].
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Figura B 30 - Curva de DSC para 0 [Na4a4]2[L-Glu].
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Figura B 31 - Curva de DSC para 0 [Nas4]2[L-Tar].
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Figura B 32 - Curva de DSC para 0 [Na4a]2[L-Tar].
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Figura B 33 - Curva de DSC para o [Col]2[L-Glu].
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Figura B 34 — Curvas de TGA para os LI1Qs com o catido [Na44]* sintetizados neste trabalho.
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Figura B 35 - Curvas de TGA para os LI1Qs com o catido [Col]* sintetizados neste trabalho.
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B4: Densidade (p), viscosidade (v) e indice de refragdo (no)

Tabela B 1 - Densidade (p), viscosidade (v) e indice de refracio (nD) dos LIQs derivados de tetrabutilaménio e colinio. (n.d. — ndo determinado)

LIQ [Nasaa][L-Val] [Nasaa][L-Pro] [Col][L-Glu] [Col][D-Phe] [Col][L-Phe]

T(C) (g/(?me‘) (ml131a.s) Mo (g/£m3) (m;la.s) Mo (g/cpm3) (m;la.s) Mo (g/c[:)m3) (mllla.s) Mo (g/(?m3) (mI;la.s) Mo
20 0,9439 5204,7 1,47819 0,9770 44105 1,48503 11,1803 47411 1,50788 1,1435 n.d. 154346 1,1429 27282 1,53925
25 0,9409 3023,2 n.d. 0,9739 2535,1 n.d. 1,1776 27841 n.d. 1,1404 93775 n.d. 1,1398 14731 n.d.
30 0,9378 1832,3 1,47341 0,9709 1534,7 1,48174 1,1749 17061 1,50572 11,1373 53541 153988 1,1368 8353,6 1,53660
35 0,9348 1153,2 n.d. 0,9678 968,65 n.d. 1,1724 10834 n.d. 1,1342 30500 n.d. 1,1338 5049,5 n.d.
40 0,9317 751,41 1,46984 09647 632,14 147870 11,1700 7111,7 150305 1,1312 17991 153574 11,1309 3078,5 1,53384
45 0,9286 504,99 n.d. 0,9616 425,37 n.d. 1,1675 4784,6 n.d. 1,1283 10817 n.d. 1,128 1941,7 n.d.
50 0,9255 349,22 1,46627 0,9585 294,61 147565 1,1652 3292,5 150106 1,1254 6428,3 1,53212 11,1251 1269,3 1,53093
55 0,9225 247,66 n.d. 0,9555 209,55 n.d. 1,1628 23245 n.d. 1,1225 39117 n.d. 1,1222 842,94 n.d.
60 0,9195 179,86 1,46294 0,9525 152,66 1,47246 1,1604 1678,3 1,49850 1,1196 2433,0 1,52868 1,1192 573,54 152769
65 0,9165 133,48 n.d. 0,9495 113,68 n.d. 1,1579 1231,3 n.d. 1,1168  1583,2 n.d. 1,1164 400,93 n.d.
70 0,9136 101,02 1,46009 0,9465 86,366 1,46939 1,1554 923,78 1,49567 1,1140 1053,9 1,52453 11,1136 288,9 1,52396
75 0,9106 77,848 n.d. 0,9434 66,820 n.d. 1,1529 705,10 n.d. 1,1111 719,96 n.d. 1,1107 215,23 n.d.
80 0,9076 60,969 1,45604 0,9403 52,575 1,46699 1,1504 545,34 1,49304 1,1082 500,14 1,52220 11,1079 164,76 1,52098
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B5: Toxicidade

Tabela B 2 - Valores de ECso (mg/L) para cada composto, ap6s 5, 15 e 30 minutos de exposicdo a

bactéria luminescente Vibrio fischeri, e respetivos limites de confianca a 95 % (entre parénteses).

ECso (mg/L)
LIQ (Limite inferior — Limite superior)
5 minutos 15 minutos 30 minutos
165,06 110,98 86,48
[Nasaa][L-Phe] (141,85 -188,27) (102,02 -119,94) (85,98 — 86,97)
128,66 97,22 95,77
[Naaaa][D-PRE] 10755 "15008)  (82,60-111,86) (87,48 — 104,06)
174,31 139,42 117,50
[Nasadl[L-Val 7587 "17479) (136,04 142,80) (114,95 — 120,05)
132,92 100,19 88,11
[NasadllL-Al] 195 96 "14058) (93,61 106,76) (84,69 91,54)
[Nassal[L-Pro] 155,56 135,47 122,30
4 (131,81 - 179,31) (112,67 —158,27) (106,26 — 138,34)
118,99 97,46 88,92
[Naasa[L-Aral 10799 "120.98)  (90.85-104,07) (86,81 - 91,03)
[Nasealo[L-GIU] 244,16 176,30 144,74
aaaalz (231,43 - 256,88) (167,83 —184,78) (143,42 — 146,07)
[Nassalo[L-Tar] 1107,22 569,09 384,14
auul (915,54 — 1298,89) (471,82 — 666,35) (324,20 — 444,07)
[Nasealo[D-Tar] 1261,02 497,23 257,67
aaalz (881,86 — 1640,18) (397,49 —596,96) (218,71 — 296,63)
205,76 168,45 180,93
[Col][L-Phe] (199,05 -212,47) (164,57 —172,33) (178,46 — 183,41)
166,26 113,33 102,98
[Col][D-Phe] (160,17 —172,35) (105,81 —120,85) (96,47 — 109,49)
215,38 183,88 217,08

[Col]z[L-Glu]

(205,94 — 224,81)

(181,17 — 186,59)

(158,03 — 276,14)
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Anexo C — curvas binodais
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C. Dados experimentais das curvas binodais

Tabela C 1 - Fragdes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Nass][L-Phe] (1) + Na2SOs (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 m1 100 m2 100 m1 100 m2
41,3776 3,3400 26,3538 7,3235 18,7239 10,6964
40,0385 3,2319 26,0367 7,2353 18,5538 10,5993
38,9343 3,6924 25,7524 7,3622 17,1251 11,5990
38,2666 3,6291 25,3131 7,2366 16,7776 11,3636
37,5197 3,9473 24,5738 7,9400 16,5650 11,9313
36,7068 3,8618 24,5120 7,9788 16,4400 11,8412
35,3290 4,4650 24,2251 7,8273 14,6720 12,9657
34,7784 4,3954 24,1403 7,8578 14,3840 12,7113
33,5211 4,9570 22,4848 8,8161 12,7890 14,0845
33,0403 4,8859 22,1701 8,6927 12,4989 13,7649
31,8547 5,4258 21,3445 9,3936 11,1051 15,1050
31,2414 5,3214 21,0672 9,2715 10,8856 14,8064
29,6512 6,0651 19,7235 10,2041 9,6242 16,0635
29,1837 5,9695 19,3951 10,0342 9,4384 15,7535
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Tabela C 2 - Fragdes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Na4s][D-Phe] (1) + Naz2S04 (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
43,9172 2,7568 28,4756 6,3518 20,4122 9,7190
43,1234 2,7070 28,0634 6,2599 20,1488 9,5935
42,2821 3,0464 27,9595 6,6752 19,2882 10,2828
41,5317 2,9923 27,8974 6,6604 19,0446 10,1529
40,8238 3,2839 27,5096 6,8472 18,2233 10,8749
40,1108 3,2266 27,4006 6,8201 17,9548 10,7147
39,0100 3,6897 26,7272 7,1465 17,0785 11,4992
38,2108 3,6141 26,5796 7,0186 16,8347 11,3351
37,0850 4,0999 26,4822 7,0810 15,9490 12,1645
36,5586 4,0417 26,3356 6,9542 15,6922 11,9686
35,7329 4,4044 25,0959 7,5871 14,5697 12,9131
35,2238 4,3417 24,8537 7,5138 14,3503 12,7187
34,2077 4,7963 24,7030 7,9559 13,4219 13,6539
33,9717 4,7632 24,6328 7,9333 13,1781 13,4058
33,3135 5,0604 23,9064 8,1037 11,8796 14,556
32,7917 4,9811 23,6749 8,4065 11,6641 14,2919
31,5140 5,5703 23,6391 8,0131 9,9814 15,6336
31,1173 5,5002 23,4432 8,3242 9,7894 15,3329
30,0010 6,0240 22,7232 8,5923 8,4832 16,6709
29,6441 5,9524 22,5233 8,5168 8,2842 16,2798
28,6239 6,4393 21,5035 9,1728

28,5059 6,4128 21,2153 9,0499
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Tabela C 3 - Fragdes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Nass][L-Val] (1) + Na2SOs (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
44,6275 2,1537 24,1021 7,3450 17,8463 11,1311
43,3066 2,0899 23,6201 7,9639 17,6335 10,9983
42,7855 2,3058 23,3093 7,8591 17,1074 11,5999
41,5767 2,2406 22,7535 8,4140 16,8862 11,4499
39,9859 2,9211 22,4469 8,3005 16,1063 12,1813
37,8241 2,7632 21,7132 8,9092 15,8848 12,0138
35,3929 3,8728 21,4444 8,7989 15,3463 12,7042
34,6576 3,7924 20,9596 9,3094 15,1244 12,5205
33,2425 4,4553 20,7261 9,2057 14,4507 13,3356
32,3030 4,3294 20,0107 9,8052 14,2033 13,1073
30,0722 5,4134 19,7528 9,6788 13,8133 13,8788
29,4074 5,2937 19,3242 10,2396 13,5842 13,6486
25,9567 7,0226 19,0634 10,1014 11,9358 15,2515
25,5564 6,9143 18,4300 10,7387 11,5237 14,7249
24,6015 17,4972 18,1936 10,6009

Tabela C 4 - Fragdes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Naas][L-Ala] (1) + Na2SOs (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 m1 100 m2 100 m1 100 m2
43,5677 2,4920 31,6449 5,1249 18,7112 11,0716
42,2945 2,4192 31,2225 5,0565 18,4282 10,9042
40,9208 2,9879 29,9444 5,6653 17,7019 11,6921
39,5504 2,8878 29,4491 55716 17,4432 11,5212
38,4126 3,3781 27,2744 6,6319 16,6512 12,4539
37,6811 3,3138 26,9372 6,5499 16,3083 12,1975
36,5204 3,8256 20,5489 9,9241 15,7463 13,0980
35,9355 3,7643 20,2630 9,7860 15,4929 12,8872
34,9551 4,2053 19,8952 10,3648 14,8655 13,7059
34,5074 4,1515 19,6390 10,2313 14,6582 13,5148
33,1030 4,7937 19,4140 10,5631 13,9072 14,3851
32,5302 4,7107 19,3777 10,5433 13,6933 14,1639
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Tabela C 5 - Fragdes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Nass][L-Pro] (1) + Naz2S04 (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
42,8336 2,5830 25,5474 6,8514 17,1420 11,6235
40,9178 2,4675 25,2729 6,9329 16,9142 11,4690
38,8654 3,3415 24,1720 17,7296 16,6201 11,9230
37,3609 3,2122 23,8134 7,6149 16,5164 11,8487
36,0683 3,7892 23,3494 8,0990 15,7919 12,5150
34,9991 3,6769 23,1689 8,0364 15,5400 12,3154
33,1226 4,5463 21,5723 8,9863 15,2510 12,8780
32,0855 4,4039 21,1105 8,7940 15,1180 12,7657
30,1702 5,3285 20,3959 9,6090 14,5080 13,3414
29,7421 5,2529 20,0892 9,4645 14,3664 13,2112
28,0456 6,0879 19,6003 10,1219 13,4181 14,1456
27,9967 6,1516 19,3056 9,9697 13,1479 13,8608
27,7087 6,0148 18,3663 10,8631 12,2389 14,9720
27,2205 5,9810 18,0196 10,6580 12,0141 14,6969
25,8671 6,9372 17,9612 11,0999 17,1420 11,6235
25,7077 7,0521 17,8629 11,0391 16,9142 11,4690
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Tabela C 6 - Fragdes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Nasss]2[L-Glu] (1) + Na2S04 (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
35,0047 4,7291 26,0683 71,6777 20,4276 10,0700
34,2353 4,6252 25,3037 7,4525 19,7889 10,7541
33,0468 5,1586 25,1250 8,1077 19,4607 10,5758
32,6474 5,0962 24,7368 7,9824 18,7817 11,3592
31,4688 5,6339 24,6821 8,1277 18,4010 11,1289
31,1419 5,5754 24,5658 8,0894 17,7913 11,9798
29,5871 6,2951 23,6923 8,5126 17,4287 11,7356
29,2665 6,2269 23,5503 8,8215 16,8244 12,6182
28,2138 6,8203 23,3792 8,4001 16,4757 12,3567
27,9867 6,8287 22,9867 8,6104 15,9870 13,2775
27,8658 6,7992 22,7515 9,2334 15,6206 12,9732
27,5909 6,6698 22,4186 9,0983 14,7511 14,0614
27,5909 6,6698 21,7685 9,7254 14,4269 13,7524
26,9892 7,2142 21,4160 9,5679 13,7232 14,9204
26,7282 7,1444 20,7596 10,2336 13,3400 14,5037
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Tabela C 7 - Fragdes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Na4s4]Cl (1) + Naz2SOu4 (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
56,7414 0,2992 36,5323 2,5614 27,2603 67,9094
55,4358 0,7531 35,5709 2,4940 26,6740 68,1688
50,9650 0,6924 34,5104 3,0168 26,4915 68,3866
49,9405 1,0811 33,6967 2,9457 25,9232 68,6352
47,8950 1,0368 33,0365 3,2803 25,8057 68,7773
47,0585 1,3685 32,5258 3,2296 25,2573 69,0152
44,3573 1,2899 31,4869 3,7662 24,9289 69,4181
43,5959 1,6116 31,1767 3,7291 24,2379 69,7107
42,5560 1,5731 30,7239 3,9658 24,0784 69,91
41,9648 1,8295 30,4215 3,9268 23,3201 70,2269
40,5399 1,7673 29,9711 4,1652 23,1569 70,4353
39,9729 2,0227 29,6149 4,1157 22,1941 70,8318
39,1257 1,9798 29,1793 4,3497 22,0609 71,0069
38,4875 2,2742 29,0380 4,3286 20,9406 71,4622
37,8070 2,2340 28,3949 4,6763 20,8290 71,6143
37,5896 2,3363 27,9825 4,6084

37,0706 2,3041 27,5019 4,8732
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Tabela C 8 - Fragdes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Nasa][L-Phe] (1) + K2CO3s (2) + H20, a 25 °C e pressédo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
44,0416 3,4760 18,0051 11,8209 10,5975 15,5129
42,3494 3,3424 17,6887 12,1393 10,5358 15,4225
41,2304 4,0454 17,5039 12,0125 10,3869 15,6277
39,5673 3,8822 17,1439 12,3813 10,3225 15,5307
38,4817 45973 16,9847 12,2664 10,1608 15,7566
37,7400 4,5087 16,6179 12,6482 10,1177 15,6899
36,8080 5,1368 16,4525 12,5223 10,0108 15,8405
36,0063 5,0250 16,0510 12,9474 9,9643 15,7668
35,2265 5,5647 15,9084 12,8323 9,8975 15,8618
34,5226 5,4535 15,5866 13,1785 9,8715 15,8201
33,9452 5,8631 15,4353 13,0506 9,7590 15,9811
32,7883 5,6633 15,0578 13,4638 9,7038 15,8907
31,8147 6,3843 14,9437 13,3618 9,5739 16,0788
31,2434 6,2696 14,5268 13,8245 9,5206 15,9893
30,4972 6,8350 14,2923 13,6013 9,4080 16,1544
29,9323 6,7084 14,0767 13,8478 9,3607 16,0732
29,1375 7,3254 13,9746 13,7475 9,2776 16,1964
28,7152 7,2192 13,7814 13,9714 9,2299 16,1132
27,7327 7,9968 13,6772 13,8658 9,1093 16,2939
27,3200 7,8778 13,4564 14,1254 9,0584 16,2028
26,9571 8,1709 13,3563 14,0203 8,9549 16,3598
26,5571 8,0496 13,0998 14,3262 8,9097 16,2772
25,8906 8,5991 12,9941 14,2106 8,8051 16,4377
25,4927 8,4670 12,7695 14,4826 8,7624 16,3581
24,2108 9,5469 12,6736 14,3738 8,6422 16,5446
23,5630 9,2915 12,5081 14,5770 8,5997 16,4634
23,0007 9,7843 12,4275 14,4830 8,4863 16,6412
22,7451 9,6756 12,2297 14,7292 8,4478 16,5657
22,1193 10,2332 12,1443 14,6264 8,3730 16,6842
21,8569 10,1118 11,9673 14,8496 8,3322 16,6029
21,3486 10,5731 11,8847 14,7471 8,2367 16,7559
21,0746 10,4374 11,6970 14,9871 8,1987 16,6786
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20,5119
20,2827
19,8292
19,6058
19,2735
19,0835
18,6564
18,4748
18,1802

10,9583
10,8359
11,2632
11,1362
11,4549
11,3420
11,7583
11,6439
11,9358

11,6227
11,4650
11,3946
11,2222
11,1553
11,0304
10,9599
10,8177
10,7513

14,8918
15,0961
15,0034
15,2294
15,1386
15,3044
15,2067
15,3979
15,3034

8,0570
8,0182
7,9443
7,9072
7,7781
17,7173
7,4935
7,4003

16,9078
16,8264
16,9472
16,8680
17,0815
16,9479
17,3248
17,1093
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Tabela C 9 - Fragdes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Na4a][D-Phe] (1) + K2COs3 (2) + H20, a 25 °C e pressao atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
44,0515 3,5245 18,9013 11,4899 10,9649 15,5235
42,8189 3,4259 18,6833 11,7045 10,9567 15,5118
42,2101 3,8051 18,4848 11,5801 10,9123 15,5709
41,1452 3,7091 18,1273 11,9383 10,8436 15,4728
40,0679 4,4000 17,9892 11,8473 10,6810 15,6921
39,1689 4,3013 17,7382 12,1019 10,6149 15,5950
38,7495 4,5775 17,6964 12,0734 10,4166 15,8658
37,8849 44754 17,5623 12,2100 10,3477 15,7609
37,1581 4,9669 17,4093 12,1037 10,1784 15,9954
36,2851 4,8503 17,0033 12,5233 10,1161 15,8975
35,0463 5,7122 16,8353 12,3996 9,9853 16,0811
34,3399 5,5971 16,4937 12,7587 9,9224 15,9797
33,6341 6,1007 16,3130 12,6189 9,7504 16,2243
32,9698 5,9802 15,9385 13,0201 9,6976 16,1364
32,6120 6,2419 15,7969 12,9044 9,5611 16,3330
32,1135 6,1465 15,4730 13,2569 9,5321 16,2833
31,3619 6,7071 15,3437 13,1461 9,4841 16,3528
30,7797 6,5826 15,0129 13,5116 9,4294 16,2586
29,9414 7,2230 14,8960 13,4064 9,2911 16,4617
29,4488 7,1042 14,7157 13,6085 9,2345 16,3614
28,9908 7,4618 14,5755 13,4789 9,1299 16,5170
28,5221 17,3412 14,2488 13,8514 9,0862 16,4379
28,0097 7,7500 14,1499 13,7554 8,9765 16,6029
27,5062 7,6107 13,8678 14,0813 8,9292 16,5153
26,5816 8,3666 13,7684 13,9804 8,7978 16,7151
26,1608 8,2341 13,5446 14,2424 8,7498 16,6239
25,4465 8,8311 13,4487 14,1415 8,6647 16,7551
25,1051 8,7126 13,2160 14,4176 8,6216 16,6718
24,4682 9,2550 13,1195 14,3123 8,4742 16,9012
24,1571 9,1374 12,8313 14,6591 8,4310 16,8150
23,7498 9,4908 12,7544 14,5712 8,3500 16,9425
23,4532 9,3722 12,6547 14,6925 8,3081 16,8573
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22,8806
22,6001
22,1755
21,9099
21,5303
21,2571
20,6180
20,3614
19,8678
19,7553
19,6902
19,4829
18,9816

9,8782
9,7571
10,1392
10,0177
10,3656
10,2341
10,8313
10,6965
11,1669
11,1037
11,1663
11,0487
11,5387

12,5767
12,3839
12,3000
12,1228
12,0349
11,8129
11,7357
11,5644
11,5067
11,3705
11,2926
11,1188
11,0605

14,6019
14,8396
14,7390
14,9602
14,8517
15,1328
15,0339
15,2539
15,1778
15,3543
15,2490
15,4775
15,3963

8,1919
8,1514
8,0617
8,0221
7,9262
7,8959
7,8012
7,7718
7,6998
7,6632
7,5696
7,5408
7,4657

17,0424
16,9581
17,1027
17,0188
17,1752
17,1096
17,2653
17,2001
17,3195
17,2370
17,3941
17,3279
17,4550
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Tabela C 10 - Fracfes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Nasas][L-Phe] (1) + Na2COs (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
46,2003 1,8244 24,0381 6,6567 15,3925 10,4434
45,2667 1,7875 23,8422 6,6025 15,2005 10,3131
44,2084 2,3277 23,4930 6,8703 14,7178 10,7760
41,9061 2,2065 23,1787 6,7784 14,5699 10,6677
40,8997 2,7512 22,5369 7,2799 14,2106 11,0184
39,5845 2,6627 22,3475 17,2187 14,1150 10,9443
38,6823 3,1693 22,0855 7,4259 13,8868 11,1698
37,2593 3,0527 21,8517 17,3472 13,7657 11,0724
36,4536 3,5249 21,3663 7,7369 13,4300 11,4093
35,4961 3,4323 21,1338 7,6527 13,3382 11,3313
34,8322 3,8336 20,6391 8,0562 13,1338 11,5390
33,6104 3,6991 20,4734 7,9915 13,0183 11,4375
33,0652 4,0429 20,2550 8,1719 12,7366 11,7286
32,6248 3,9891 20,0508 8,0895 12,6491 11,6481
32,0756 4,3409 19,6507 8,4247 12,3925 11,9167
31,6349 4,2813 19,4676 8,3462 12,3091 11,8365
31,1124 4,6217 19,0434 8,7067 12,0525 12,1085
30,4327 4,5207 18,8564 8,6212 11,9826 12,0382
29,8858 4,8867 18,5063 8,9233 11,8067 12,2268
29,4435 4,8144 18,3465 8,8463 11,7379 12,1555
28,9667 5,1394 17,9836 9,1636 11,5244 12,3871
28,5558 5,0665 17,9336 9,1382 11,4826 12,3422
28,1597 5,3416 17,7569 9,2934 11,3389 12,4993
27,8678 5,2862 17,6091 9,2161 11,2731 12,4268
27,4191 5,6018 17,2674 9,5203 11,0565 12,6662
27,0257 5,5214 17,1424 9,4514 10,9891 12,5889
26,5808 5,8403 16,8098 9,7509 10,8387 12,7573
26,0913 5,7327 16,6840 9,6780 10,7725 12,6793
25,3388 6,2852 16,3645 9,9693 10,6243 12,8473
25,0567 6,2152 16,2151 9,8783 10,5685 12,7799
24,7093 6,4741 15,9289 10,1432

24,3894 6,3903 15,7998 10,0610
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Tabela C 11 - Fracfes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Nasss][D-Phe] (1) + Na2COs (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
44,6057 2,1615 23,6620 6,5977 10,9223 12,5583
42,4564 2,0573 22,8209 7,0842 10,8581 12,4844
41,3420 2,5358 22,5322 6,9946 10,3207 12,8705
39,6538 2,4322 21,4204 7,6503 10,2899 12,8321
38,7871 2,8224 21,1640 7,5588 9,7610 13,2152
37,9575 2,7620 19,8402 8,3548 9,7284 13,1710
36,9123 3,2446 19,6376 8,2695 9,2533 13,5184
35,5130 3,1216 18,8179 8,7711 9,2040 13,4463
33,7553 3,9711 18,6033 8,6710 8,6828 13,8336
33,1230 3,8967 17,5432 9,3328 8,6352 13,7577
32,3036 4,3021 17,3608 9,2357 8,0185 14,2239
31,6802 4,2191 16,2691 9,9304 7,9924 14,1776
31,0154 4,5562 16,1120 9,8346 7,6774 14,4183
30,5251 4,4842 15,1410 10,4643 7,6425 14,3527
29,9021 4,8067 15,0036 10,3693 7,1603 14,7269
29,3998 4,7259 14,0649 10,9897 7,1294 14,6634
28,1391 5,3931 13,9508 10,9005 6,6602 15,0333
27,6725 5,3036 13,2082 11,4000 6,6243 14,9523
27,1362 5,5940 13,1154 11,3199 5,8753 15,5553
26,6836 5,5007 12,3155 11,8667 5,8552 15,5021
25,6671 6,0639 12,2289 11,7832 4,8223 16,3458
25,2632 5,9684 11,6889 12,1586 47918 16,2423
23,9909 6,6894 11,6073 12,0737
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Tabela C 12 - Fracfes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Nass][L-Phe] (1) + K2HPO4 (2) + H20, a 25 °C e pressao atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
42,1654 3,4752 18,7936 12,3163 9,3621 18,7586
40,2243 3,3152 18,2574 12,8444 9,3068 18,6479
39,3298 3,9269 18,0690 12,7118 9,0403 18,9967
38,3989 3,8339 17,4614 13,3209 8,9881 18,8871
37,1554 4,7081 17,3048 13,2014 8,7416 19,2144
35,6348 45154 16,6978 13,8195 8,6957 19,1134
34,3678 5,4508 16,5368 13,6863 8,4118 19,4958
33,7440 5,3519 15,9123 14,3335 8,3674 19,3930
33,2073 5,7571 15,7568 14,1934 8,1730 19,6586
32,5662 5,6459 15,2392 14,7397 8,1340 19,5647
31,9253 6,1414 15,1189 14,6234 7,9553 19,8121
31,3226 6,0255 14,6560 15,1193 7,9225 19,7305
30,7367 6,4894 14,5232 14,9823 7,7206 20,0131
30,4101 6,4204 14,0084 15,5438 7,6876 19,9274
29,4247 17,2112 13,9047 15,4289 7,4926 20,2037
28,8923 7,0808 13,4350 15,9490 7,4648 20,1288
28,3915 7,4923 13,3445 15,8416 7,2734 20,4031
27,9184 7,3675 12,9807 16,2502 7,2436 20,3195
27,1637 8,0017 12,9037 16,1538 7,0943 20,5360
26,9895 7,9504 12,5927 16,5075 7,0648 20,4506
26,2862 8,5465 12,5080 16,3964 6,8748 20,7296
25,9885 8,4497 12,0717 16,8997 6,8454 20,6411
25,7104 8,6891 11,9941 16,7911 6,5669 21,0554
25,3609 8,5710 11,7843 17,0365 6,5257 20,9232
24,5151 9,3132 11,7114 16,9312 6,3281 21,2230
24,2421 9,2095 11,4174 17,2799 6,2913 21,0995
23,6249 9,7598 11,3402 17,1630 5,9997 21,5504
23,3616 9,6511 11,0564 17,5049 5,9603 21,4089
22,6481 10,2978 10,9898 17,3995 5,7785 21,6960
22,3804 10,1761 10,5962 17,8804 5,7419 21,5584
21,5665 10,9270 10,5359 17,7787 5,4938 21,9587
21,3683 10,8267 10,2811 18,0942 5,4613 21,8290
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20,7961
20,5635
19,9835
19,7649
18,9685

11,3622
11,2352
11,7877
11,6588
12,4310

10,2201

9,9331
9,8790
9,6783
9,6310

17,9867
18,3472
18,2472
18,5027
18,4121

5,2010
5,1670
4,9608
4,9297

22,2578
22,1122
22,4598
22,3190
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Tabela C 13 - Fracfes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Na4s][D-Phe] (1) + K:HPO4 (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
44,4054 2,7995 18,2624 12,6006 8,1926 19,6653
43,1639 2,7212 17,4244 13,4138 8,1559 19,5770
41,7514 3,6244 17,2215 13,2576 7,9698 19,8222
39,5455 3,4329 16,4485 14,0236 7,9276 19,7172
38,4465 4,1802 16,2606 13,8634 7,6670 20,0657
37,5095 4,0783 15,5446 14,5880 7,6383 19,9904
36,6607 46722 15,3777 14,4313 17,4752 20,2110
35,7298 4,5535 14,5521 15,2844 7,4633 20,1789
34,8253 5,2058 14,4006 15,1253 7,3501 20,3327
34,1397 5,1033 13,8288 15,7287 7,3195 20,2480
33,3537 5,6840 13,7057 15,5886 7,1259 20,5145
32,6873 5,5705 13,1917 16,1411 7,0935 20,4211
31,5806 6,4085 13,0709 15,9933 6,9069 20,6816
30,9554 6,2816 12,4696 16,6525 6,8758 20,5886
30,3114 6,7817 12,3725 16,5228 6,6737 20,8747
29,7403 6,6539 11,9649 16,9774 6,6426 20,7773
28,5210 7,6243 11,8689 16,8411 6,4345 21,0762
28,0611 7,5014 11,4447 17,3229 6,4073 20,9868
27,5309 7,9325 11,3976 17,2515 6,2442 21,2243
27,0619 17,7974 11,1355 17,5521 6,2173 21,1327
26,1259 8,5765 11,0528 17,4217 5,9034 21,5966
25,7261 8,4452 10,6365 17,9076 5,8603 21,4391
24,8989 9,1486 10,5601 17,7789 5,5752 21,8711
24,4988 9,0016 10,1811 18,2291 5,5532 21,7848
23,2938 10,0503 10,1181 18,1163 5,4021 22,0172
22,9550 9,9042 9,8276 18,4668 5,3807 21,9302
22,2277 10,5510 9,7662 18,3515 5,2132 22,1913
21,9318 10,4106 9,4599 18,7269 5,1860 22,0754
20,9076 11,3404 9,4016 18,6114 4,9145 22,5071
20,8166 11,2910 9,1025 18,9839 4,8836 22,3656
20,5234 11,5590 9,0692 18,9144 4,3306 23,2666
20,2600 11,4107 8,9089 19,1160 42771 22,9797
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19,4487 12,1679 8,8617 19,0148 3,9523 23,5373
19,2323 12,0325 8,6014 19,3470 3,9196 23,3424
18,4782 12,7496 8,5413 19,2118
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Tabela C 14 - Fracfes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Na4u][L-Phe] (1) + K3POs (2) + H20, a 25 °C e pressao atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
44,9050 2,5386 16,9614 12,2377 8,9774 16,5403
42,3380 2,3934 16,7884 12,1130 8,9286 16,4503
40,2739 3,7376 16,5129 12,4060 8,7914 16,6579
38,2057 3,5457 16,3236 12,2637 8,7463 16,5723
37,1373 4,2845 15,9165 12,7051 8,6400 16,7351
36,3770 4,1968 15,7686 12,5871 8,5992 16,6562
35,4401 4,8604 15,3445 13,0546 8,5011 16,8080
34,6060 4,7460 15,1874 12,9209 8,4617 16,7300
33,9752 5,2056 14,7966 13,3594 8,3339 16,9298
33,2682 5,0973 14,6444 13,2220 8,2930 16,8468
32,6202 5,5817 14,3305 13,5809 8,1817 17,0230
31,9266 5,4630 14,1950 13,4525 8,1447 16,9461
31,5212 5,7741 13,8760 13,8236 7,9648 17,2337
30,9446 5,6685 13,7658 13,7138 7,8926 17,0776
30,2011 6,2522 13,5387 13,9819 7,7380 17,3301
29,7555 6,1600 13,4265 13,8660 17,7027 17,2512
29,2775 6,5423 13,0747 14,2878 7,5995 17,4215
28,6842 6,4097 12,9645 14,1674 7,5634 17,3386
27,5916 7,3070 12,7172 14,4688 7,3616 17,6753
27,0997 17,1767 12,6082 14,3447 7,2965 17,5190
26,6393 7,5638 12,4021 14,6000 7,2001 17,6833
26,2864 7,4636 12,2114 14,3755 7,1211 17,4893
25,6197 8,0342 11,6810 15,0526 6,8653 17,9375
25,2028 7,9034 11,5143 14,8379 6,8084 17,7887
24,3878 8,6168 11,1374 15,3331 6,6437 18,0831
24,0214 8,4873 11,0576 15,2232 6,5942 17,9484
23,3162 9,1178 10,8732 15,4692 6,4758 18,1642
22,9842 8,9880 10,7992 15,3640 6,4246 18,0205
22,6056 9,3336 10,6291 15,5940 6,2447 18,3550
22,2864 9,2018 10,5668 15,5026 6,1986 18,2195
21,6857 9,7614 10,4103 15,7168 6,0934 18,4189
21,3973 9,6316 10,3378 15,6073 6,0548 18,3022
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20,8289
20,5491
19,8953
19,6281
19,1436
18,9142
18,4081
18,2160
17,7474
17,5538

10,1717
10,0350
10,6691
10,5258
11,0057
10,8738
11,3845
11,2657
11,7467
11,6186

10,1200
10,0513

9,8357
9,7706
9,9919
9,4989
9,3338
9,2843
9,1723
9,1213

15,9096
15,8015
16,1052
15,9985
16,2539
16,0964
16,3375
16,2509
16,4164
16,3252

5,8710
5,8222
5,7085
5,6701
5,5445
5,5017
5,3891
5,3540

18,6562
18,5009
18,7247
18,5985
18,8503
18,7050
18,9356
18,8124

154



Tabela C 15 - Fracfes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Nasa][D-Phe] (1) + K3POs (2) + H20, a 25 °C e pressao atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
46,7814 1,7456 16,6124 12,5309 8,5939 17,0083
45,5373 1,6992 16,4355 12,3975 8,5496 16,9208
44,3420 2,4483 15,9944 12,8763 8,4562 17,0663
43,3013 2,3909 15,7848 12,7076 8,4157 16,9844
42,2262 3,0823 15,3903 13,1457 8,2457 17,2522
41,2439 3,0106 15,2374 13,0151 8,1711 17,0963
40,4367 3,5434 14,7571 13,5580 8,0062 17,3616
39,5726 3,4677 14,6195 13,4316 7,9699 17,2830
38,6488 4,0926 14,3864 13,6995 7,8293 17,5116
37,4364 3,9642 14,2621 13,5811 7,7922 17,4287
36,9795 4,2849 13,9466 13,9495 7,7261 17,5373
36,2529 4,2007 13,8118 13,8146 7,6917 17,4594
35,3157 4,8738 13,4978 14,1879 7,5988 17,6138
34,5901 4,7736 13,3837 14,0679 7,5689 17,5444
33,8593 5,3116 13,0416 14,4812 7,4731 17,7051
33,2094 5,2097 12,9339 14,3617 7,4428 17,6334
32,5775 5,6858 12,7343 14,6068 7,3447 17,7995
32,0266 5,5897 12,6707 14,5339 7,3090 17,7129
31,4169 6,0590 12,4760 14,7752 7,2313 17,8460
30,9387 5,9667 12,3937 14,6778 7,1997 17,7681
30,3453 6,4322 12,2049 14,9148 6,9852 18,1397
29,8063 6,3179 12,1083 14,7967 6,9046 17,9303
29,2535 6,7616 11,8237 15,1597 6,7762 18,1592
28,7819 6,6526 11,7354 15,0465 6,7496 18,0881
28,0096 7,2855 11,5586 15,2755 6,6630 18,2440
27,5710 17,1714 11,4737 15,1633 6,6351 18,1675
26,7637 7,8467 11,2402 15,4700 6,5253 18,3672
26,4047 17,7415 11,1617 15,3619 6,4993 18,2939
25,9970 8,0889 10,9835 15,5995 6,4139 18,4508
25,6990 7,9962 10,9211 15,5109 6,3895 18,3808
25,3024 8,3395 10,7508 15,7405 6,3363 18,4795
24,9128 8,2111 10,6995 15,6653 6,3146 18,4160
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24,3037
23,9774
23,2385
22,9179
22,2836
21,9945
21,4611
21,2017
20,7495
20,4960
20,0417
19,8035
19,1894
18,9566
18,5742
18,3769
17,7860
17,5963
17,2592
17,0625

8,7496
8,6321
9,2979
9,1696
9,7527
9,6261
10,1260
10,0036
10,4352
10,3078
10,7495
10,6218
11,2301
11,0938
11,4800
11,3581
11,9652
11,8376
12,1901
12,0512

10,5813
10,5159
10,3291
10,2680
10,1245
10,0638
9,9002
9,8452
9,7197
9,6658
9,5115
9,4588
9,3158
9,2642
9,1246
9,0810
8,9361
8,8845
8,7466
8,7002

15,8263
15,7285
15,9862
15,8917
16,0921
15,9956
16,2271
16,1370
16,3168
16,2263
16,4499
16,3588
16,5685
16,4767
16,6841
16,6044
16,8220
16,7249
16,9345
16,8447

6,2394
6,2146
6,1414
6,1188
6,0553
6,0344
5,9804
5,9596
5,8826
5,8623
5,8184
5,7892
5,6668
5,6501
5,5735
5,5447
5,4431
5,4109
4,9243
4,7879

18,5568
18,4830
18,6214
18,5528
18,6741
18,6096
18,7137
18,6486
18,7983
18,7335
18,8195
18,7250
18,9683
18,9124
19,0659
18,9672
19,1737
19,0602
20,0652
19,5096
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Tabela C 16 - Fracfes méssicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Na4][L-Phe] (1) + K3CsHsO7 (2) + H20, a 25 °C e pressao atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
51,9561 5,9895 32,8893 14,3687 21,4664 21,5550
51,0335 5,8832 32,4695 14,1853 21,3097 21,3976
50,3949 6,5168 31,7280 15,1520 20,9685 21,9599
49,6113 6,4155 31,3815 14,9865 20,8535 21,8395
48,9470 7,0864 30,9494 15,5583 20,6902 22,1111
48,3033 6,9932 30,7084 15,4371 20,5631 21,9752
47,6854 7,6267 30,4353 15,8024 20,3569 22,3216
46,9803 7,5139 30,0623 15,6087 20,1666 22,1130
46,1708 8,3581 29,5364 16,3243 19,8738 22,6124
45,504 8,2374 29,1759 16,1251 19,7788 22,5043
44,9418 8,8339 28,6737 16,8203 19,6493 22,7270
44,2993 8,7076 28,4044 16,6623 19,5346 22,5944
43,7689 9,2800 27,9978 17,2328 19,3245 22,9591
43,0778 9,1335 27,8271 17,1277 19,1720 22,7779
42,5112 9,7568 27,3858 17,7522 18,8812 23,2897
41,9008 9,6167 26,9805 17,4895 18,8283 23,2245
41,3964 10,1813 26,3803 18,3577 18,7449 23,3720
40,7688 10,0270 26,1868 18,2230 18,6455 23,2481
40,1300 10,7553 25,9816 18,5229 18,4890 23,5275
39,9300 10,7017 25,7542 18,3607 18,4085 23,4251
39,4965 11,1991 25,3817 18,9125 18,1893 23,8191
38,7485 10,9871 25,0883 18,6938 18,0888 23,6875
38,1672 11,6701 24,6384 19,3720 17,9791 23,8866
37,6877 11,5235 24,4179 19,1986 17,8669 23,7376
37,0991 12,2262 24,0606 19,7447 17,6923 24,0579
36,6316 12,0722 23,8540 19,5752 17,6210 23,9611
36,2228 12,5681 23,5474 20,0499 17,4576 24,2630
35,8230 12,4294 23,3496 19,8814 17,3307 24,0865
35,4170 12,9291 22,9077 20,5746 17,0706 24,5732
35,0951 12,8116 22,6746 20,3652 17,0239 24,5060
34,5207 13,5269 22,2544 21,0351 16,9286 24,6851
34,1497 13,3815 22,1152 20,9035 16,8914 24,6309

157



33,5561 14,1311 21,9739 21,1311 16,8174 24,7704
33,1937 13,9785 21,8185 20,9817 16,7796 24,7147

Tabela C 17 - FragGes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Na44][D-Phe] (1) + K3sCsHsO7 (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma1 100 m2 100 m1 100 m2
57,2124 3,8032 37,4349 11,0338 27,0710 17,2618
56,0985 3,7291 36,5733 12,0805 26,7928 17,0844
55,2406 4,5363 36,0288 11,9007 26,3927 17,6732
54,4045 4,4677 35,6902 12,3200 26,1338 17,4998
53,2657 95,5571 35,2150 12,1559 25,6228 18,2626
51,5633 5,3795 34,6627 12,8515 25,3726 18,0842
50,9565 5,9812 34,3046 12,7188 25,0237 18,6128
50,1354 5,8849 33,9165 13,2142 24,8032 18,4488
49,4293 6,5980 33,4780 13,0434 24,3682 19,1165
47,9009 6,3939 32,8396 13,8724 24,1551 18,9494
47,1987 7,1287 32,5738 13,7601 23,8333 19,4499
46,7075 7,0545 32,2321 14,2086 23,5896 19,251
45,9995 7,8042 31,8604 14,0447 23,1855 19,8892
44,9578 7,6275 31,4544 14,5859 22,9990 19,7293
44,2116 8,4389 31,1121 14,4272 22,7377 20,1472
43,5435 8,3114 30,5941 15,1280 22,5556 19,9858
43,0398 8,8689 30,3285 14,9966 22,1780 20,5973
42,2950 8,7154 30,0284 15,4074 21,9903 20,423
41,5731 9,5312 29,6865 15,2320 21,7698 20,7848
41,0727 9,4165 29,2087 15,8964 21,6173 20,6392
40,7832 9,7485 28,9450 15,7528 21,1517 21,4119
40,4203 9,6618 28,4228 16,4882 21,0244 21,283
39,6859 10,5130 28,1698 16,3414 20,8951 21,4997
39,2276 10,3916 27,8918 16,7379 20,7446 21,3449
38,8021 10,8919 27,7216 16,6357 20,3350 22,0393
38,3500 10,7649 27,5095 16,9409 20,1947 21,8873
37,9880 11,1968 27,3570 16,8470
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Tabela C 18 - Fracfes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Na4s][L-Phe] (1) + KNaC4H4Os (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
36,7911 10,3226 22,9575 17,6819 14,4267 23,7236
35,9969 10,0997 22,6185 17,4208 14,3235 23,5539
35,3538 10,6326 21,0688 18,9628 13,4743 24,5247
34,6883 10,4324 20,8101 18,7301 13,3817 24,3562
32,6318 12,1810 19,4315 20,1344 12,8733 24,9478
31,9733 11,9352 19,2244 19,9197 12,7093 24,6299
31,1146 12,6869 18,0855 21,1050 12,0225 25,4565
30,5429 12,4538 17,8946 20,8822 11,9468 25,2962
28,5955 14,2054 16,7193 22,1331 11,3939 25,9734
28,1305 13,9745 16,6280 22,0123 11,3542 25,8829
26,9001 15,1096 16,2399 22,4304 10,9884 26,3353
26,5048 14,8876 16,0842 22,2155 10,9217 26,1753
24,8850 16,4178 15,2061 23,1824 10,4881 26,7212
24,5144 16,1733 15,0799 22,9900 10,4320 26,5781
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Tabela C 19 - Fracfes massicas, % (m/m), obtidas experimentalmente para os sistemas constituidos
por [Na44][D-Phe] (1) + KNaCsH4O0s (2) + H20, a 25 °C e pressdo atmosférica.

100 m1 100 m2 100 ma 100 m2 100 m1 100 m2
37,3829 10,0723 19,5916 19,9868 11,4122 26,2165
36,0198 9,7050 19,4071 19,7986 11,3581 26,0922
34,3138 11,1364 18,2049 21,0456 10,9371 26,6050
33,6659 10,9261 17,9681 20,7718 10,8739 26,4514
31,6465 12,6657 16,4292 22,4123 10,5103 26,9021
31,0965 12,4456 16,3030 22,2401 10,4613 26,7767
29,8009 13,5906 15,5228 23,0864 10,0086 27,3458
29,5313 13,4677 15,4465 22,9730 9,9631 27,2217
28,4228 14,4608 14,8784 23,5966 9,5826 27,7069
27,9987 14,2450 14,7635 23,4143 9,5116 27,5015
26,9742 15,1847 14,0588 24,2025 9,0143 28,1511
26,6328 14,9925 13,9504 24,0158 8,9712 28,0164
25,3083 16,2325 13,2246 24,8436 8,6700 28,4163
24,9182 15,9823 13,1338 24,6729 8,6488 28,3469
23,2584 17,5773 12,5697 25,3281 8,4103 28,6663
22,7903 17,2235 12,4901 25,1676 8,3760 28,5493
20,8328 19,1736 11,9368 25,8215 8,0533 28,9876
20,6006 18,9599 11,8669 25,6703 8,0171 28,8573
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Anexo D — particdo dos enantiomeros

do acido mandeélico
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Tabela D 1 — Pontos de mistura dos SABs constituidos por LIQs + Na2SO4 + H20 utilizados nos estudos de particao do acido mandélico e eficiéncias de extragdo dos

enantiomeros R (EEr %) e S (EEs %) do &cido mandélico e excesso enantiomérico (e.e. %0).

Fracdo maéssica / % (m/m)

LI [LIlmte [sallv* o [HOmte6 [R-AM]uto [S-AM]u+toc EER% *6 EEs%*toc ee.%zto
[Nasas][L-Phe] 2495+0,09 994+001 6348007 082+0,01 081+£001 821+56 783%x46 26%0,1
[Nasas][D-Phe] 25,27 +0,20 9,85+0,05 63,25+0,25 0,81+0,01 0,81 +0,01 73742 693x35 3007
[Nasas][L-Val] 25,04+0,18 9,83+0,11 6351+031 0,81+0,02 0,81 +0,01 60,4+60 58435 13x10
[Nssas][L-Ala] 24,90+0,07 9,93+0,04 63,36+0,16 0,82+0,01 081+0,01 872+04 809+28 45+17
[Nsaaq][L-Pro] 24,85+0,45 10,19+0,47 63,33+0,04 0,82+0,03 081+0,01 923+45 862+49 4412
[Nsasaa]2[L-Glu] 25,08 +0,26 9,95+0,07 63,37+0,17 0,83+0,01 0,81+£0,01 795+58 63,1+54 124+20

Tabela D 2 - Pontos de mistura dos SABs constituidos por LIQs + Na2SO4+ H20 + CuSOs utilizados nos estudos de particdo do 4cido mandélico e eficiéncias de

extragdo dos enantiomeros R (EEr %) e S (EEs %) do acido mandélico e excesso enantiomeérico (e.e. %).

Fracdo massica / % (m/m)

- - 0) 0) 0)
Ll [Livto [salluo [CuSO4]m+ [H20]u + o [R-AM]mz  [S-AM]ut EErR%* EEs%+ ee %z

o o (¢ (¢ (¢ (¢
[Nasaa] [L-Ala] 2%%? 094+005 051+001 6317+011 081001 081+001 901+46 799+26 64+06
Nuad[LPro] — 2220%  1092%  052+005 63094022 081£001 080001 46318 559+14 -88+10
[Nasaal2[L-Glu] 2‘(‘)'81? 087+005 049+001 6358+015 082+001 081001 641+02 733+05 -61+0,1
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Tabela D 3 - Pontos de mistura dos SABs constituidos por [N4ss][L/D-Phe] + sal + H20 utilizados nos estudos de parti¢cdo do acido mandélico e eficiéncias de

extragdo dos enantiomero R (EEr %) e S (EEs %) do acido mandélico e excesso enantiomérico (e.e. %).

Fracdo maéssica / % (m/m)

Sal [LIlvto [sallv+ o [HOlmte6 [R-AM]utoe [S-AM]ute EER%*t6 EEs%toc ee. %zxo

[Nasas][L-Phe]

Na,COs; 24,90+0,03 10,11+0,21 63,37+0,18 0,80+0,01 0,82+0,01 86,3+0,2 822+17 16+0,6

KoCOs; 24,63+0,17 11,14+005 62,61+0,12 0,81+0,02 0,81+£0,01 64,3+3,7 552+1,9 8,0+0,5

KsPOs 24,88+0,02 10,07+0,04 63,43+0,02 0,81+0,01 0,81+£0,01 852+5,3 74,8 + 3,9 6,5+0,5

KoHPO, 24,91+0,03 980+£0,07 6366+0,16 0,82+0,01 0,82 +£0,01 940+£1,8 73,6 +1,0 9,2+04
[Na2444][D-Phe]

Na;COs; 25,14+0,15 9,86+0,02 63,38+0,17 0,81+0,01 0,81+£0,01 66,7 £0,8 63,1+ 1,6 3,1+0,3

KoCOs 24,99+0,01 10,04+0,13 63,34+0,14 0,82+0,01 0,81+£0,01 745+21 65,8 +2,8 6,611

KsPOs 25,560,056 9,85+0,02 62,98+0,07 0,81+0,01 0,80+ 0,01 73,1+£0,5 62,6 + 0,6 8,3+0,1

KoHPOs 25,06 +£0,37 9,98 £0,13 63,32+0,48 0,81+0,01 0,82 +0,01 76,3+ 3,0 64,1+24 8,1+0,7
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