YARA LUIZA COELHO

NOVAS DESCOBERTAS SOBRE A PARTICAO DE CORANTES
FENOTIAZINICOS EM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Agroquimica, para
obtencao do titulo delagister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2016



FichaCatalografica :: Fichacatalografica

2de3

Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da
Universidade Federal de Vigosa - Campus Vicosa

T

Coelho, Yara Luiza, 1990-
C672n Novas descobertas sobre a particao de corantes
2016 fenotiazinicos em sistemas aquosos bifasicos / Yara

Luiza Coelho. - Vigosa, MG, 2016.
xii, 70f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador : Luis Henrique Mendes da Silva.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de
Vicosa.

Inclui bibliografia.

1. Compostos heterociclicos - Sintese.
2. Fenotiazina. 3. Termodinaminca. 4. Sistemas
aquosos bifasicos. 5. Particao de fases. 6. Corantes.
7. Forca motriz. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Quimica. Programa de Pés-graduacao
em Agroquimica. II. Titulo.

CDD 22. ed. 574.59

https://www3.dti.ufv.br/bbt/ficha/cadastrarficha/v...

06-03-2017 08:58



YARA LUIZA COELHO

NOVAS DESCOBERTAS SOBRE A PARTICAO DE CORANTES
FENOTIAZINICOS EM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em Agroquimica, para
obtencéo do titulo delagister Scientiae

APROVADA: 18 de fevereiro de 2016.

Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Sukarno Olavo Ferreira
Teixeira

Luis Henrique Mendes da Silva
(Orientador)



Dedico esta conquista
A minha mae Sonia, ao meu pai Fernando e

As minhas irmas Marcj&laudia, Karla e Valéria.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa, ao Programa de Pods-graduacdo em
Agroquimica pela infraestrutura para desenvolver o projeto e meu mestrado.

Ao conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ)
pela concessdo da bolsa de mestrado e apoio financeiro. Ao Instituto Nacional de
Ciéncias e Tecnologias Analiticas Avancadas (INCTAA), a Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e a Financiadora de Estudos e
Projetos (FINEP) pelo apoio pelo apoio financeiro.

Agradeco imensamente ao meu orientador professor Luis Henrique Mendes da
Silva, pela oportunidade, orientacéo, incentivo e valorosa sabedoria. Sua dedicacéo e
postura profissional e humana foi fonte de admiracdo e inspiracdo que fizeram deste
trabalho uma atividade gratificante.

A professora Maria do Carmo Hespanhol da Silva, por todos os ensinamentos e
orientacao.

A minha M&e, Sonia, por ser tudo em minha vida! Agradeco pelo amor, carinho,
generosidade, e por me transmitir paz.

Ao meu Pai, Fernando, pelo exemplo de vencedor que representa.

As minhas irmas, por nunca me abandonarem! Pela preocupacio, suporte e
apoio sempre que precisasse.

Aos meus sobrinhos Joao e Luiz, pelo carinho, e por tantos favores prestados.

Ao Ronan, pela dedicacdo, amor, paciéncia e por tantos momentos privados em
prol das minhas realizacdes. Sem 0 seu apoio e incentivo jamais teria conseguido.

A Pamela, pela fundamental contribuicdo na realizacdo deste trabalho, e por
tantos ensinamentos profissionais e pessoais. Sua amizade e generosidade fizeram meus
dias mais felizes!

Ao Guilherme e Gabriel, pelo aporte experimental e conceitual, e por tantos
ensinamentos no decorrer desses dois anos.

Aos integrantes do Grupo QUIVECOM pelo apoio.

Aos amigos Isabelle, Luiz, Francielle, Agatha, Mariane e Jussara, pelas
experiéncias compartilhadas e pelas discussbes que muitas vezes foram fontes de
inspiracdo para superar as barreiras e desafios encontrados pelo caminho.

Aos professores Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira e Sukarno Olavo
Ferreira, por aceitarem o convite para participar da defesa desta dissertacao.

Por fim, agradeco infinitamente a Deus, por tudo!
i



SUMARIO
LISTA DE FIGURAS .. oottt e e et e e e e et e e e e et e e e e et e e e e et e e e e eraeeeaireens Vi

RESUMO ...ttt ettt sttt sttt n st en et et ees e st etn s st s Xeernnn,
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e et e st e et e e st et es st eee et et eee et etare e e Xi
(07X = 1 16 2 OO 1
L INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt ettt et e st e eae s e stestnareenee e 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt n sttt 2

2.1 Corantes feNOtAZINICOS ........oiiuuiiiiiee et 2
2.2 Sistemas AQUOSOS BIfASICOS .......uuiiiiiiiiiiiiiiie e 9
2.2.1 Termodinamica de particdo de solutos em SABS..........ccccvevvviiiiinennnnn. 13

2.2.2 Modelo de Johanssost al. (1998) contribuicdo entélpica e entrdpica

sob o coeficiente de partiCAo (K) .......ovvvvvriiiiiiiiieiie e 17

2.3 Fundamentacdo teodrica para determinacdo da entalpia de transferéncia e

ENLAIPIA UE EXCESSO ..evvvrrruiiiiii it e et e e e ee e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et s e s e e eaaaaeaaeeeens 21
2.3.1 Termodin&Gmica de MISTUIA ..........uuuieiiiiiiiiiiiieeee e 21
2.3.2  ENAIPIA U8 EXCESSO....ceeiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e e e e 25
2.4 Calorimetria de Titulag&@o Isotérmica (ITC) .....ccvvveeieeiiiiiiiiiiee e 30
REFERENCIAS ..ottt s ettt 34
CAPITULO 2: New insights about phenothiazine dyes partitioning in aqueous
EWO-PRNASE SYSIEMIS. ...ttt e e e e e e e e e e e e e aaaa 42
AB S T R A C T ettt e e e e e e e e e eraa s 42
L INTRODUGCTION ...ttt e e e et e e e e e e r e e e e e eenaanas 43
2 EXPERIMENTAL SECTION ..ottt e et eeeeeii e eeeees 44

P2 Y= 1T = 1 TP POPPPPPPPPPP 44

2.2 Preparation of agueous two-phase systems and determination of dyes (MB,

AZA, AZB and TA) partition coefficients ...........ccoooevviiiiiiiiiii e, 44

2.3 Thermodynamic parameters of dyes transfer ............cccccveiiiiiiiiiiiii e, 46
2.3.1 Dyes transfer Gibbs free energy changAtrGo)..............ccccvvvvveeeeenen. 46
2.3.2 Dyes transfer enthalpy chang@\rHo) .............ccccccoeeiiiiiiiiiiiinn, 46
2.3.3 Dyes transfer standard entropy change\rSo) ...............cccccceeeeieeenns 47

2.4 Measurement Of flUOreSCENCE SPECIIA .....cevvviiiiiiiieieieiee e a7

iv



3 RESULTS AND DISCUSSION .....ooiiiiiiiiiiiiiii e 48

3.1 Dependence of the partition coefficient with the concentration of methylene

DIUE <. e e e 48
3.2 Phenothiazine dyes partition thermodynamic.............ccoovvvviviiiiiiiiiiiie e, 50
3.3 Cation effect on phenothiazine dyes partition behavior...............ccccevvvvvvnnnns 61
3.4 Anion effect on the phenothiazine dyes partition behavior........................... 63
4 CONCLUSION. ..ttt e e et e e e e e et b e e e e e e abt e e e e eeaaan e eaeas 66
REFERENGCES ... ..t e e e e e e e e e e e et e e e e e eeeaan s 67



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1
Figura 1. Estruturas quimicas dos corantes AM, AZA, AZB € AT .....ooveviiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 3
Figura 2. Espectros dos corantes (a) AM, (b) AZB, (c) AZA, (d) AT..ccoeeiiiiiiiiiiiiieeiiiees 4

Figura 3. Espectros de absor¢do do monémero e do dimero de azul de metileno.................

o 1] = R S D10 g [=T 2= Tox= To Jo [0 10 AN 1V SRR 5

Figura 5. Espectros de absorcdo de solucdes aquosas de AM em diferentes

(ol0] g o] 011 = Tol0 ]S PP P PP PPPPPPPP |

Figura 6. Espectros de emisséo de fluorescéncia de solugdes aquosas de AM em

diferentes concentracdes a 25°C.........oooivviiiiiiiiiiiiicee e |

Figura 7. Representacao gréafica dos orbitais moleculares HOMO e LUMO para os

corantes CatiONICOS AM € TN ..ot 9

Figura 8. Composi¢cédo do SAB formado por poli(6xido de etileno) 1500 g mol-1 (PEO
1500) +Li2SO; + HoO A 25°C ittt 11

Figura 9. Representacdo esquematica do diagrama de fases retangular de um SAB............

Figura 10. Descri¢do do Calorimetro de Titulacdo Isotérmica (ITC) .......vvvvveiiieiiieeeeeennnnne. 32
Figura 11. Termograma de um calorimetro de titulacéo isotérmica (ITC) .........cccvveeeernnnee. 3
CAPITULO 2

Figure 1. Chemical structures of phenothiazine dyes ............coeiiiiiiiiiiiii e, 4

Figure 2. Methylene blue K values as function of its total concentration in PEO 1500 +
H20 + Lio.SO;ATPSIn 5th TLL and 298.15 K ... 48

Vi



Figure 3. Emission spectra of different concentrations of MB,620 nm) in top (a)
and bottom (b) phases of 5th TLL (51.67 % w/w) PEO 15003 H
Y O = 124 1 J01 L TN S 49

Figure 4. Maximum fluorescence intensity of MB versus its concentration in (a) top
phase and the (b) bottom phase of 5th TLL PEO 15000-HLi, SOy
ATPS, At 298.15 K ..ottt 5(

Figure 5. Partition coefficient of phenothiazine dyes versus TLL in PEO 1500 +
MOSOy + HyO, @t 298.15 K..oviiieiiiiiieiie et 51

Figure 6. Phenothiazine dyes,.G° as function of the TLL for PEO 1500 + Mg$®
H2O ATPS, at 298.15 K ..ooiiii e 52

Figure 7.K (a) andA,,-G° (b) values for phenothiazine dyes versus TLL in PEO 1500 +
LioSOp + HoO ATPS, @t 298.15 Ko.ouuiiicieeiie et 53

Figure 8. Phenothiazin Hgye as a function of the [dye] measured at 298.15K................... 54

Figure 9. HdEye values of dyes MB (a, b), AZB (c, d) and AZA (e, f) as function of
[dye], in top (a, c, €) and bottom (b, d, f) phases for PEO 1500560\ i+
H,O ATPS: (+) 1th TLL, ¢& ) 2th TLL, ® ) 3th TLL, = ) 4th TLL, =
) =1 T PRSPPI 56

Figure 10.A..H° of phenothiazine dyes versus TLL for PEO 150060, + H,O
ATPS, At 298.15 K ..ottt 5¢

Figure 11.Phenothiazine dyes,.S° versus TLL for PEO 1500 + £$0O, + H,O ATPS,
AL 208,15 K i a e e e e e e e e e e e e e 6

Figure 12.Cation effect on K values for the MB, AZB, AZA and TA partition in the
PEO 1500 + MgS©+ H,O (*), O PEO 1500 + N&O, + H,O (=),
and PEO 1500 + kSO, + H,O (& ) ATPSs, at 298.15 K.....oocvvvvveeeeeciie, 62

vii



Figure 13. Anion effect on K values for the MB, AZB, and AZA partition in the PEO
1500 +N&C4H40s+ H,O (=), PEO 1500 NazCsHsO7 + H,O (®), and
PEO 1500 N&SQO, + HyO (i) ATPSS, at 298.15 K.ooovvveveiieieeiiiiis

viii



RESUMO

COELHO, Yara Luiza. M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de 2016.
NOVAS DESCOBERTAS SOBRE A PARTICAO DE CORANTES
FENOTIAZINICOS EM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS .Orientador: Luis
Henrique Mendes da Silva. Coorientadora: Maria do Carmo Hespanhol da Silva.

Sistemas aquosos bifasicos (SABs) tém provado ser um meétodo eficiente e
ambientalmente seguro para a extracdo de muitas espécies quimicas. No entanto, a
termodinamica de particdo de solutos nesses sistemas ainda é pouco compreendida. Ha
poucos estudos que trazem um enfoque termodinamico que contribua para compreensao
das for¢cas motrizes que regem o processo de transferéncia de solutos em SABs. Uma
abordagem estratégica para estudar as forcas que determinam a particdo € a utilizacao
de compostos quimicos com estruturas quimicas semelhantes, como sondas
moleculares, para através da termodindmica compreender a relacdo existente entre a
estrutura e a particdo destes compostos. O azul de metileno (AM), azure A (AZA),
azure B (AZB) e acetato de tionina (AT) sdo corantes catibnicos que apresentam
mesmo grupo central fenotiazinico, se diferenciando apenas no nimero de substituintes
metila. Essas caracteristicas podem fornecer informacfes Uteis sobre os fatores que
governam a particdo destes compostos em SABs. Neste trabalho, um estudo
termodinamico completo do comportamento de particdo dos corantes (MB), (AZB),
(AZA) e (TA) foi investigado utilizando os SABs: PEO 1500+Mg$@,0; PEO
1500+NaSQOs+H,0; PEO1500+LiISOs+H,O. Os parametros termodinamicos de
transferéncia, tais como a variacdo da energia livre de Gibbs padrdo de transferéncia
(AG° ), a variacao da entalpia padrao de transferéngii{) e a variagao da entropia
padrédo de transferéncia..S°), e sua dependéncia com a estrutura do corante, natureza
do eletrélito e comprimento da linha de amarracdo (CLA) foram avaliados. Além disso,
as energias entalpicas de interacdo corante-PEO e corante-SAL foram determinadas.
Pela primeira vez, foi descoberto que cations se concentram preferencialmente na fase
enriquecida em polimero dos SABs, com valores de K entre 6,16 e 225, 60 e valores de
A,G° compreendidos entre -4,16 kJ ok -13,47 kJmof. O processo de
transferéncia dos corantes fenotiazinicos foi entalpicamente dirigido, -11,40k& mol

A H° < -51,24 kJ mot, resultante das interagdes especificas atrativas corante-PEO e
interacdes repulsivas corante-Sal, e ocorreram mesmo com um decréscimo entrépico do
sistema (-4.93 kJ moIK™* < TA,,S° < -38.78 kJ mot K™Y). A diferenca na estrutura

guimica dos corantes teve um efeito pouco pronunciado sobre os valores das energias

iX



entalpicas de interacdo corante-PEO e corante-Sal, mostrando que essa interacdo €
promovida principalmente feanel condensado do corante. Também foi observado que
0 processo de particdo dos corantes fenotiazinicos é dependente da linha de amarracéo e

natureza do &nion, entretanto pouco influenciado pela natureza do cation.



ABSTRACT

COELHO, Yara Luiza Coelho. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, February, 2016.
NEW INSIGHTS ABOUT THE PARTITION OF PHENOTHIAZINES DYES IN
AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEMS. Advisor: Luis Henrique Mendes da Silva.
Coadvisor: Maria do Carmo Hespanhol da Silva.

Aqueous two-phase systems (ATPSs) have proven to be an efficient and
environmentally safe method for extraction of chemical species. However, the solutes
partition phenomenon in these systems is still little understood. There are few studies
carrying a thermodynamic focus that contributes for the understanding of the driving
forces governing solute transfer in ATPSs. A strategic approach for studying it is to use
chemical compounds with similar chemical structures, as molecular probes, for
comprehending thermodynamically the relationship between the structures and partition
these compounds. The methylene blue (MB), azure A (AZA), azure B (AZB) and
thionine acetate (TA) are cationic dyes that have the same phenothiazine core group and
differ only in the numbeof methyl substituentsThese characteristics may provide
useful information about the factors that govern the partition process of these
compounds in ATPSs. In this paper, the thermodynamic partition behavior of MB,
AZA, AZB and TA dyes was investigated using the following ATPSs: PEO 1500 +
MgSQO, + H,O; PEO 1500 + N&O, + H,O; PEO1500 + LISO, + H,O. Standard
transfer parameters such as free energy change of traA..G°)( enthalpy change of
transfer (A.H®), entropy change of transf(A,.S°) and its dependence on the dye
structure, electrolyte nature and tie line length (TLL) were evaluated. Besides, the dye-
PEO enthalpy energy interaction and dye-salt interaction were determined. For the first
time cations were discovered to concentrate in the polymer enriched phase, with K
values ranging from 6.16 to 225.60, aA..G° values ranging from 4.16 to -13.47

kJ mol*. The transfer process of phenothiazine dyes was enthalpy driven, with -11.40
kJ mol' < A, H® < -51.24 kJ mot, resulting from specific attractive dye-PEO
interactions and repulsive dye-salt interactions, occurring even with a system entropy
decrease (-4.93 kJ mbIK™* < TA,S° < -38.78 kJ mof K™). The dyes chemical
structure differences had insignificant effect on the dye-PEO and dye-salt enthalpy
interaction energy values, showing that interactions in these systems are mainly

promoted by the dye condensed ring. It was also observed that the phenothiazine dyes

Xi



partition process is dependent of tie line and nature of the anion, however, little

influenced by the cation nature.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Sistemas aquosos bifasicos (SABs) consistem em um método separacéo liquido-
liquido de grande eficacia e simplicidade, além disso sdo constituidos principalmente
por agua, tendo como demais componentes, polimero e sal, que por vez, sdo atéxicos,
biodegradaveis e de baixo custbesde 1958, com o trabalho pioneiro de Albeftson
estes sistemas vém sendo utilizados na extracdo e purificacdo de um grande nimero de
espécies quimicas, tais como enziinpsoteinas®, metaié, nanoparticulds nanotubos
de carbon corantes sintéticd¥® e naturais-'% Entretanto, as forcas motrizes que
dirigem a distribuicdo destes diferentes solutos nos SABs ainda sao pouco
estabelecidas, sobretudo, porque existem poucos trabalhos fundamentados na
termodinamica de particdo. Dessa forma, compreender os parametros termodinamicos
gue regem o processo de transferéncia nestes sistemas € fundamental para otimizar sua
aplicacéo.

Uma abordagem estratégica para estudar as forcas motrizes que determinam a
particdo consiste em utilizar compostos quimicos com estruturas parecidas como sondas
moleculares para, através da termodinamica, compreender qual a relacdo entre a
estrutura e o comportamento de particdo destas espécies. Os corantes fenotiazinicos,
azul de metileno (AM) e seus derivados, azure A (AZA), azure B (AZB) e acetado de
tionina (AT), sdo estruturalmente semelhantes, possuem estruturas compostas por um
sistema de anel aromatico triciclico planar que se difere apenas no numero de
substituintes metilo, sdo sollveis em agua, e apresamteficientes de absorvidade
molar elevados, o que possibilita serem estudados como sodas na investigacdo do
processo de particdo, fornecendo informacfes Uteis sobre os fatores que regem a
transferéncia de cations em sistemas aquosos bifasicos.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar o comportamento de particdo
dos corante®\M, AZA, AZB e AT em diferentes SABs formados por poli (6xido de
etileno) + sal + agua, avaliando o efeito do comprimento de linha de amarracdo (CLA) e
a natureza do eletrélito sobre o processo de transferéncia destes corantes. Além disso,
foram determinados os parametros termodinamicos de transferéncia como a variacao da
energia livre de Gibbs padréo de transferé(A..G°), a variacdo da entalpia padréo de

transferénciaA.H°) e a variacdo da entropia padrdo de transfer§igj&°), com o



objetivo de conhecer as forcas motrizes que dirigem o0 processo de particdo destes

compostos.
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Corantes fenotiazinicos

Os corantes, azul de metilenaN1), azure A (AZA), azure B (AZB) e acetato de
tionina (AT) pertencem ao grupo dos corantes fenotiazinicos, sao catibnicos, nao
toxicos, e sollveis em &gua (20 - 40 § ém &gua a 20°C). Historicamente estes
corantes foram inicialmente utilizasleem tinturarias e indUstrias téxteis, para o
tingimento de las, algodédo, e coloracdo de papel. Com o decorrer dos anos novas
aplicacdes em diversas areas foram descobertas, sendo as principais na medicina,
biologia e quimicE**°,

O AM é utilizado como um indicador de oxidagcdo-reducdo na quimica, e na
biologia como um sensibilizador na foto-oxigenacdo e como um trocador de elétrons
com efeito fotogalvanico. Possui vérias aplicagcdes medicinais tais como, tratamento de
infeccdes do trato urinario, distingdo entre tecido canceroso e normal, sonda de sistema
micro-heterogéneo e inativacdo de microorgani$fié¥. Jaos corantes AZA e AZB
vem sendo utilizados principalmente para coloracédo de substratos em estudos biolégicos
e na medicina como materiais fotossensibilizantes em terapias fotodinamicas, atividade
antimalarica e efeito foto-quimioterapico contra carcindrag’.

Apesar de suas diversificadas aplicacdes, estesites tém atraido a atencao de
muitos cientistas ndo somente por seus usos praticos, mas pelas propriedades fisico-
quimicas Unicas que exibem em sold2&F>.

Bernthsen em 1885 estabeleceu pela primeira vez a estrutura quimica do Azul
de metileno. Posteriormente AZA e AZB foram obtidos a partir da forma impura do
azul de metileno, quimicamente formados por meio de sua oxfaaE.&tes corantes
sao estruturalmente semelhantes, possuindo configuragdes compostas por um sistema de
anel aromatico triciclico planar que constitui um sistema altamente conjugado,
funcionando como cromoforo destas moléculas, e dois grupos aminos doadores de

elétrond®. Suas estruturas s&o mostras na Figura 1.
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Figura 1. Estruturas quimicas dos corantes AM, AZA, AZB e AT.

As propriedades espectrais dos corantes fenotiazinicos sédo coshmErita
sendo sensiveis ao seu ambiente e concentfag@e corantes AM, AZB, AZA e AT
possuem coeficientes de absorvidade molar elevades) solucbes aquosas diluidas
apresentam uma banda maxima de absorcdo em aproximadamente 664, 652, 637 e 604
nm respectivamente, correspondente a forma monomérica dos corantes (Figura 2). No
caso do AM o espectro apresenta um ombro em torno de 610 nm, que neste caso €
atribuido apenas a resolucao vibracional de uma Unica banda eletrdnica, correspondente

a uma transicdo com acoplamento vibracional, caracteristico do éarante
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Figura 2. Espectros dos corantes (a) AM, (b) AZB, (c) AZA, (@) A

O aumento gradativo da concentracdo dos corantes no meio ocasiona uma

diminuicdo na intensidade de absor¢cdo no comprimento de onda correspondente aos

mondmeros, e 0 aparecimento de uma nova banda, figura 3.
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Figura 3. Espectros de absorcéo do monémero e do dimero de aailldechi

E possivel observar claramente que para o AM a curva de absorbancia x [AM]
nao segue a relacéo linear que a lei de Beer-Lambert prevé quando a cpiesioioa
corante no sdo altas. Esse comportamento é atribuido principalmente a interacao de
elétrons © entre os anéis aromaticos de duas moléculas de AM, formando um sanduiche,

também chamado de dimé&facomo mostra a Figura 4.

N(CH;),

\"4(CH3)2

Figura 4. Dimerizagdo do AM.

No processo de dimerizagcdo do AM parece ocorrer uma compensacgao entélpica-
entropca quando moléculas do corante em solugd estruturam passando de

monoémeros para dimef68® %>, Contudo, a tendéncia que estes corantes apresentam



em se agregarem em solugcdo ndo pode ser atribuida a uma uUnica forca. Em geral estdo
envolvidas forcas de van der Waals, ligacdes de hidrogénio intermoleculares, ligacdes
de hidrogénio com o solvente e interacdes hidrofobicas de dispersao e de elétrons m,

sendo muitas vezes dificil avaliar a contribuicdo individual das for¢as envolvidas neste
fenomend"**32,

A dimerizacdo envolve mudancas nos estados eletronicos fundamental e
excitado das moléculas de corante. O processo transicdo entre 0S Nnovos niveis
eletrénicos provocam modificacdes nos espectros de absorgao, resultando em bandas
em comprimentos de onda diferentes, como esta ilustrado na Figura 5, que mostra os

espectros do azul de metileno em diferentes concentracées em solucat&tftiosa
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Figura 5. Espectros de absorcéo de solucdes aquosas de AM em diferentesagdesin

A medida que a concentracdo de AM vai se tornando maior, é possivel bbserva
outras bandas em torno de 580 nm, que sdo atribuidas a processos eletrbnicos de
formacdo de trimeros e agregados maiores. Este comportamento pode ser observado
para praticamente todos oS corantes com estruturas quimicas similares ao azul de
metileno, como os corantes azure A e azufe B

As propriedades espectroscopicas do AM, AZA, AZB e AT vao além da
capacidade de absorverem luz. Estes corantes sdo moléculas fluorescentes que exibem

espectros de emissao no comprimento de onda de 600-750 nm, com intervalo maximos



em 684, 645 e 662 nm, respectivamente, quando excitado a 620, 632 e 648 nm
respectivamente?®32%3"_Contudo é importante ressaltar que a capacidade florescente
destas espécies se restringe aos mondémeros, uma vez qteagregacao destes
corantes provoca @uenching de sua fluorescénd®®*°. A Figura 6 mostra a
supressdo de fluorescéncia e deslocamento do comprimento de onda maximo de
emissdo dos mondmeros de AM em virtude da formacdo de dimeros e agregados
maiores, provenientes do fendmeno de agregacao do corante em virtude do aumento de

sua concentrac&o no meio.
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Figura 6. Espectros de emissdo de fluorescéncia de solu¢des aquosas delifdvkatas concentracdes
a 25°C.

O espectro de emissdo mostra as intensidades de fluorescéncia em funcéo do
comprimento de onda de emissdo, em nandmetros Figura 6. Ele representa a transicao
do nivel vibracional mais baixo do primeiro estado excitado para o estado fundamental.
O comportamento de tais espectros € altamente sensivel a estrutura quimica dos
fluoréfuros e a polaridade do solvente no qual sdo dissof¥idos

Estudos tedricos que busquem caracterizar as propriedades espectroscopicas e
eletrbnicas dos diferentes corantes estudados sdo de fundamental importancia para
elucidar as forcas motrizes que regarparticdo destas espécies em sistemas aquosos
bifasicos, bem como os aspectos que determinam seus diferentes comportamentos no

meio.



Yates e Patel estudaram alguns corantes cationicos, dentre eles o azul de
metileno (AM) e o tionina (TN) em suas formas carregadas, utilizando métodos
guanticos semitedricos. Estes corantes apresentam uma cadeia aromatica principal
idéntica, e os radicais substituintes diferentes, os grup@sd€ldstrutura do AM sé&o
substituidos por &tomos de H. Neste trabalho o autor analisou as variacfes da geometria,
do calor de formacado, do potencial de ionizacdo, do momento de dipolo e das cargas
atbmicas em funcéo das diferencas nas estruturas dos corantes. Entre suas descobertas
tem-se que o atomo de enxofre é o responsével pelas diferencas geométricas do anel
central, no entanto ambos 0s corantes apresentam estruturas planares; e que a carga dos
corantes fenotiazinicos se concentra sobre o atomo de éhxofre

PosteriormenteMello também utilizou métodos de quimica quantica para
estudar as propriedades eletronicas e o espectro de absorcao de seis corantes catidnicos
entre eleso (AM) e (TN). A principio, foi realizado um estudo para verificar a
influéncia do solvente na geometria e no espectro desses corantes. As otimizacdes
realizadas utilizando métodos teoricos forneceram estruturas planares para todos o0s
corantes estudados. Foram obtidas geometrias muito semelhantes, com apenas pequenas
diferencas que apareceram em torno do heteroatomo enxofre do anel centf), (C-S-
resultados estes semelhantes aos obtidos por Yates e Patel. As estruturas dos corantes
em meio aquoso apresentaram o angulo formado entre os dois carbonos e o heteroatomo
(C-S-C) menor do que as respectivas estruturas obtidas no vacuo. Quando esse angulo
se torna menor, o heterodtomo fica mais exposto ao solvente, aumentando a interacao
enxofre-solvente e a estabilizacdo do softito

Na sequéncia, segundo o mesmo autor, foram calculadas as energias de
excitacdo no vacuo e em meio aquoso para as estruturas dos corantes obtidas
anteriormente. O corante TN apresentou maximos de absorcéo deslocados em cerca de
50 nm em relacdo ao AM. Os dados tedricos demaastrgue a substituicdo dos
grupos CH por &tomos de H na estrutura dos corantes acima descritos, tem um efeito
muito menor nos comprimentos de absorcao calculados do que nos experimentais. Para
procurar explicar essa diferenca de comportamento, foram analisados os orbitais
moleculares que mais contribuem para a transicao eletrénica, que séo os orbitais HOMO
(dltimo orbital molecular ocupado) e o LUMO (primeiro orbital molecular desocupado).

A representacdo grafica desses orbitais (Figura 7) mostra que os grupos metila do AM
possuem pequena contribuicdo tanto ao orbital HOMO quanto LUMO. E a diferenca

nos comprimentos de absor¢cdo calculados, em relacdo aos observados



experimentalmente foi atribuida a diferente solvatacdo dos grupos metila nas moléculas

maiores em relacdo aquela dos atomos de hidrogénio nas moléculas fienores

MB

J TN
Figura 7. Representacéo grafica dos orbitais mole?gulares HOMO e LUMO para 0s catdnésos
AM e TN™.

Quintdo e colaboradores utilizaram alguns métodos teoricos semi-empiricos para
estudar trés diferentes clusters de azul de metileno com uma molécula de a4gua, com o
objetivo de esclarecer a influéncia das ligagbes de hidrogénio nas propriedades
espectroscoépicas do corante. Os autores concluiram que o corante faz multiplas ligacdes
de hidrogénio com a agua atuando como aceitadora de protons. Porém, essa interacao
pouco influenc nos espectros de infravermelho e de absorcdo, o que indica a
estabilidade da molécula do cordhfte

2.2 Sistemas Aquosos Bifasicos

Sistemas aquosos bifasicos (SABs) sao sistemas heterogénios formados por duas
fases ricas em &agua, com diferentes composi¢cdes e em equilibrio termodinamico,
obtidas espontaneamente quando dois polimeros quimicamente distintos, sollveis em
agua, tais como poli(éxido de etileno) (PEOJextrana, dois eletrélitos ou ainda um
polimero e um eletrélito sédo dissolvidos em &agua em determinadas condi¢cdes
termodinamicas especificas de temperatura, concentracao e fressao

O marco inicial do desenvolvimento dos SABs ocorreu em 1896 com o0s
trabalhos pioneiros de Beijerinck em 1896. Segundo este autor, solu¢cdes aquosas

formadas por gelatina e Agar ou gelatina e amido soltuvel, em uma determinada faixa de
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temperatura e concentracdo tornavam turvas e apds alcancarem o equilibrio
termodinamico separavam em duas fases imisciveis e limpidas, possuindo a fase
superior rica em gelatina, e a fase inferior em agar (ou amido), sendo a agua o
componente majoritario em ambas as fdses

Em meados da década de 1950, Albertsson propés a utilizacdo dos SABs como
uma alternativa as técnicas de extracao liquido-liquido tradicionais, ficando evidente
para a academia a potencialidade de aplicacdo destes sistemas na particdo e purificacao
de materiais biol6gic8”. Diante destas descobertas, estudos que visam o
desenvolvimento de novos SABs e a compreensao de suas propriedades termodinamicas
para posteriores aplicacdes vem sendo cada vez mais redft?&{ds

Os SABs sdo considerados ambientalmente seguros por serem constituidos
majoritariamente por agua (609, fornecendo véarias vantagens sobre os métodos de
extracdo convencionais, tais como biocompatibilidade, ndo inflamavel, ndo volatil,
simplicidade, ndo toxicidade, e potencial para aplicacdo em larga escala tanto nas
separacdes industriais como em aplicacées ambitHt&isA extracéo liquido-liquido
utilizando SABs vem sendo utilizada para separar e purificar produtos biol6goss,
de metai§ corante®®, moléculas de drogas, e pequenas espécies ordanaasrtir
das misturas complexas nas quais sao produzidos.

Entre SABs adequados para separacdo de solutos, aqueles formados por
polimero, eletrdlito e agua tém sido utilizados predominantemente devido ao seu baixo
custo e baixa viscosidade, bem como curto tempo de sepdragsies SABs sdo
compostos por uma fase rica em polimero, geralmente a fase superior (FS), e a outra

fase rica em eletrdlito, fase inferior (FI), como mostrado na Figura 8.
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COMPOSICAO GLOBAL [PEO 1500]=34,44 % (m/m)
[PEO 1500]=19,99 % (m/m)| [ m— [Li 2SQy]=5,30 % (m/m)
L
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g™ ! ]
[H,0]=69,35 % (m/m) W , ,|==>  FASE INFERIOR
‘e [PEO 1500]=6,85 % (m/m)
! o,
eV [Li ,SOJ=15,54 % (m/m)

[H,0]=77,61 % (m/m)

Figura 8. Composicdo do SAB formado por poli(éxido de etileno) 156613 (PEO 1500) +.i,SO,+
H,0 & 25°C°.

As propriedades termodindmicas de um SAB dependem das interagbes
intermoleculares presentes entre os componentes em solucéo, e das variacées entropicas
resultantes do processo de mistufesse balanco pode ser representado em termos do
parametro energia livre de Gibbs de misi(AL,ixG), que expressa a diferenca entre a
energia livre de Gibbs da solu¢Gg, € 0 somatério da energia livre de Gibbs de cada

componente quando puG; (Equacéo 1).

€y

3 3 3 3
AmixG = Ggol- Z G = Z Uin; — Z uin; ZZ(ML' — 1) n.
im1 =1 =1 im1

Onde, y; e i, sdo os potenciais quimicos do componeintea solucdo e puro
respectivamente, 11; € o numero de mols do componeiite

Quando valores deA,,;,G < 0) sdo obtidos, uma solucdo homogenia sera
formada, no entanto, sA,,;,G > 0) o sistema buscara uma nova condi¢cdo de menor
energia livre de Gibbs, separando em fases, que posteriormente procurardo alcancar o
equilibrio termodinamicb

As condi¢Bes termodinamicas que levam a formacdo de SABs, podem serem

determinada utilizando o diagramas de fases de coordenadas retangulares (Figura 9).
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Figura 9. Representacéo esquematica do diagrama de fases retangular de um SAB.

Os diagramas de fases sao representacdes graficas que possibilitarma prever
formacdo de um sistema bifasico ou um sistema monofasico, bem como a faixa de
concentracdo em que estes processos ocofdsnmdados de equilibrio que neles sdo
apresentados estdo relacionados a variacdo da energia livre de Gibbs do sistema, e

auxiliam na compreensdo dos fatores que governam a particdo de solutos, como por
exemplo um corante nos SABs

7

Nestes diagramas a concentracdo do eletrélito é representada no eixo da
abscissa, enquanto a concentracdo de polimero é representada no eixo da ordenada,
cujos valores sdo expressos em % m/m. A fronteira entre a regido monofasica e a regido
bifasica € delimitada pela Linha Binodal (LB), sua localizacdo no diagrama é especifica
e depende dos componentes formadores do sistema como, massa molecular do polimero
e do eletrélito formador, e das propriedades termodinamicas como temperatura, pressao,
pH, dentre outras. Na Binodal esta localizado o ponto critico (Pc), neste ponto, as
concentracbes e o0s volumes das fases sao teoricamente iguais, sendo, portanto,
impossivel identificar a formacéo de fases distintas. As linhas de amailragasdo
retas do digrama que unem as composicdes das fases em equilibrio termodinamico. Em
uma mesma LA, todos os pontos sobre esta reta apresentam fases superior e inferior

com mesmas propriedades termodinamicas intensivas (composicao, densidade, etc), no
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entanto contém diferentes propriedades termodindmicas extensivas (volume, massa,
etc).

Por meio dos diagramas de fases é possivel determinar o comprimento da linha
de amarracédo (CLA), este parametro expressa a diferenca das propriedades intensivas
entre as fases em equilibrio, e é calculado em funcéo das diferencas nas concentractes

dos componentes em cada fase, conforme indicado na Equacéao 2.

cua = (ci - cb)” + (ci - )] ™ @)

Em que C; e CLsdo as concentragbes de polimercCs2 e C. sdo as
concentracdes do sal (% (m/m)) nas fases superior e inferior, respectivamente. A
medida que o valor do CLA aumenta, torna-se maior a diferenca de composicao entre as
fases superior e inferior, 0 que favorece a extracdo e/ou particdo do soluto de interesse,
possibilitando desta forma, comparar a capacidade de extracdo ou de particdo de dois ou

mais sistemas que apresentam o mesmo valor dé’CLA
2.2.1 Termodinamica de particdo de solutos em SABs

Quando um soluto qualquer, é adicionado a um sistema formado por dois
liquidos imisciveis em equilibrio (SAB), o componente adicional se distribuira entre as
duas fases liquidas até que a razdo de sua concentracdo em cada fase atingird um
determinado valdf, denominado coeficiente de particdo (K), como definido pela

Equacéao 3.

_aps _ Cps . 3)

Na qual,a e C fazem referéncia a atividade e a concentracdo do soluto nas fases.
Os subscritos FS e Fl representam a fase superior e inferior respectivamente ¢ SAB .
aproximacdo na equacdo anterior s6 pode ser utilizada em um regime de diluicdo
infinita do soluto no sistema, pois € quando os valores de concentracdo e atividade séo
muito proximos.

O coeficiente de particdo (K) é definido como a raz&o entre as concentracdes de

equilibrio de um composto nao ionizavel entre duas fases de uma mistura de dois
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solventes imisciveis. E um parametro termodindmico associagepécie quimica
individuais, ou seja, o potencial quimico de cada componente devera ser investigado
individualmente. E importante também adicionar ao SAB quantidades tracos do soluto,
de forma a assegurar o regime de diluicdo infinita, assumindo desta forma que as
interacdes que ocorrem entre as proprias moléculas da espécie particionada sejam
despreziveis.

A base para o particionamento de solutos em SAB é um resultado direto de sua
distribuicdo seletiva entre as duas fases, regido pela afinidade da molécula alvo para
com uma determinada fdse€ontudo, a particio é muito dependente das propriedades
termodinamicas do sistema e pode ser afetada por diferentes variaveis. Segundo Asenjo
e Andrews as provaveis causas da particdo de solutos ey @&Bm ser listadas
como?

e Diferenca de hidrofobicidade: quando uma fase apresenta uma maior
hidrofobicidade do que a outra e é usada para levar um soluto hidrofébico para
essa fase.

e Eletroguimica: Ocorre devido ao isolamento do soluto com carga elétrica
definida em uma fase, ocasionado por uma ampla diferenca de potencial elétrico
entre fases.

e Tamanho do soluto: Ocorre um processo de exclusdo molecular do soluto de
uma fase por seu tamanho.

¢ InteracBes especificas: quando existem interacdes especificas entre o soluto e um

componente presente majoritariamente em uma das fases.

Em um estudo de particdo de um soluto em SABs é importante determinar qual
das causas anteriores predomina em sua particdo. Conhecer o mecanismo de particdo do
soluto nestes sistemas facilita desenvolver metodologias para aplicar SABs na extracéo
e purificacdo em escala industrial

De acordo com Brito, mesmo com inumeros estudos e resultados de particao,
ainda ndo se compreende totalmente as forgcas motrizes que governam o comportamento
de particdo de solutos em SABsPortanto, com o intuito de melhor compreender e
determinar as forgcas motrizes que provocam um dado processo termodinémico, a
analise do processo de interacdo em termos energéticos se faz necessario.

Ao adicionar um soluto em um SAB, como por exemplo, uma molécula de

corante, o sistema sai da sua condi¢do inicial de equilibrio termodinamico e busca um
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novo estado de equilibrio. Sendo assim, considerando que 0 sistema esteja em
condicbes de temperatura e pressdo constante o potencial termodinamico dos
componentes no sistema sera a energia livre de Gibbs.

A variacao da energia livre de Gibbs do sistema para cada etapa de transferéncia
do soluto, sera a soma do produto dos potenciais quinu)ode(cada componente
multiplicado pela variacdo infinitesimal do nimero de mols para cada componente
formador do SAB (sal+polimero+agua), mais a soma do potencial quimico do corante
vezes a variacao infinitesimal do seu numero de mols, durante o processo de

transferéncigequacéao 3

a6 = pfodnfo -+ uEdnS + ufSdnf® + WESanf® + @

FI FI FI q..FI FI 3. FI , . FI y..FI
Mp20dNnf0 + Mg dngg + pp dnp + pedng .

Onde, uiho, uEs), Hp° € u¢° refere-se aos potenciais quimicos da agua, sal, polimero e
corante na fase superiqg,o, k., k5 € p¢ S&0 0s potenciais quimicos da agua, sal,
polimero e corante na fase inferiome numero de mols dos componentes agua, sal,
polimero e corante em ambas as fases.

Deste modo, considerando que o soluto ndo mude a composicdo das fases
(regime de diluicdo infinita), a Gnica maneira para que ocorra a transferéncia do soluto
da fase superior para a fase inferior, em um SAB, serd com a diminui¢cdo do da variacao

da energia livre de Gibbs do siste(Bguacgéao 5).

dG = (¢ — pdn. (5)

Assim apoOs ser atingida a nova condicdo de equilibrio termodinamico do
sistema, a variacdo da energia livre de Gibbs ficara igual a zero, sendo @ssim,
potencial quimico do solutibna fase superic(uS) ficara igual ao potencial quimico
do componentei na fase inferior(ucf"), como mostra a Equacdo 6, 7 e 8

respectivamente.
dG = (uES — ugl)dn =0. (6)

ne® — uc' = 0. (7)
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uc™ = pc™. (8)

O potencial quimico do soluto nas fases superior e inferior, podem ser descritos

pelas Equagdes 9 e 10 abaixo relacionadas:
uES = u2(FS) + RTInaks. (9)
uEl = pu2(FI) + RTInak". (10)

Onde p2(FS) e p2(FI) referem-se ao potencial quimico padrdo do corante C na fase

superior e inferior respectivamentea’® e af! sdo a atividade do corante C em cada

uma das fases, R € a constante dos gases ideais e T a temperatura absoluta do sistema.
Deste modo, igualando as Equacfes 9 e tHrranjando, obtérse a Equacéo

11:

aks (11)
ul(FS) — u2(FI) = RTIn a—‘;;,
Cc

Nesta equacéo a diferenca do potencial quimico patir&oluto “C” entre as
fases superior e inferior é definida como a variacdo da energia livre de Gibbs de
transferénciaAr,-G), que corresponde a energia envolvida no processo de transferéncia
de um mol d espécie quimica “C” da fase inferior para a fase superior do SAB, estando
o soluto em regime de diluicdo infinita. Sabendo que a razéo das atividades do soluto
particionado em cada fase € igual §8quacdo 3)a equacado acima pode ser reescrita

conforme a Equagéao 12.
AryG = p2(FS) — u2(FI) = —RTInK. (12)

Conhecendo a constante de particdo do soluto em uma temperatura especifica
possivel determine A;,.G, que por vez € dependente das interacdes intermolecelares
dos estados configuracionais dos componentes do sistema.

De posse dos valolAr,.G, os demais parametros termodindmicos

Ar.H e Ar,.S devem ser obtidos afim de realizar uma andlise termodinamica completa
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da particdo dos corantes AM, AZA e AZB nos SABs. No processo de transferéncia

destes coranteesm um SAB, a variacdo de entalpia de transfer{ A;,.H, € uma

funcdo de estado qumossibilita verificar em que fase esta presente os componentes

com 0s quais estes corantes apresenta interacdes intermoleculares mais favoraveis.
Ar.H, pode ser determinada medindo o coeficiente de particdo dos corantes em

diferentes temperaturas e aplicando a aproximatgid/an’t Hoff (Equacdo 13).

Entretanto, apesar de sua ampla utilizacao, esta metodologia ndo é muito precisa, sobre

tudo em processos onde a temperatura tem uma influéncia no reSultado

=~

K(T1) R \T1 T2

n [K(TZ)] N ATrH( 1 1 ) (13)

Uma outra forma de se determir Ay H de solutos é utilizando a calorimatri
de titulacdo isotérmica (ITC). Esta técnica permite a determinacdo direta e sem
aproximacfes do valor da variacdo de entalpia de interacdo, como sera abordado no
topico técnicas experimentais.

ConsequentementiA;,.S pode ser obtido pela diferenca entre a variagcdo da
energia entélpica de transferéncia e a variacao de energia livre de Gibbs de traasferénci
na respectiva temperatura em que foi determinado o valor de K, como mostrado pela

Equacéao 14:

A G — ArH (14)
T .

ATT’S =

2.2.2 Modelo de Johanssort al. (1998) contribuicdo entalpica e entrGpica sob o

coeficiente de particao (K)

As forcas motrizes que dirigem a particdo de solutos nos SABs podem ser
interpretadas de um ponto de vista molecular por meio de modelos matematicos, tal
como o desenvolvido por Johansson e colaboratfofestes autores sugeriram que o
processo de particdo de um soluto em um SAB, tal como um corante, pode ser dividido
em contribuicbes entropicas e entélpicas sob os valores de coeficiente de particdo (K).
Onde a contribuicdo entrdpica esta relacionada com o aumento ou reducdo do numero

de possibilidades de distribuir a espécie entre as fases superior e inferior do sistema, e a
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contribuicdo entélpica estd associada com as interacdes intermoleculares rompidas e
formadas ao longo do particionamento do soluto.

Quando um corante se particiona entre as fases de um sistema aquoso bifasico,
no equilibrio termodinamicoucfs = pcf, ondepc™ é o potencial quimico do

corante na fase superior e € dado pela Equacéo 15:

(15)

s (aAG,’,’g-x

He™ =575 > = uc® + RT In@ES + (uc®)Fs.
c T,P,‘I’lc-'#nj

FS
mix

Onde,u° € o potencial quimico do componente parAG.> . é a variagdo da energia

livie de Gibbs da fase com n£S é o numero de mols dena fase superio@fs é a

fragdo do soluto na fase (em @& = M¢ nf5/N, sendcM¢ o grau de polimerizagéo e

N o numero total de moléculas),(u:%*)FS é o excesso de potencial quimicoadea

fase superior. Se, no entanto, o corante € infinitamente diluido, pode-se assumir que a
sua adicdo ndo ira alterar as composicfes das fases em equilibrio. Isto simplifica em
grande parte a analise. Sob tais condigdeppde ser determinado diretamente a partir

do diagrama de fase livre de soluto, segundo a Equagao 16.

InK = tn 2 = L 1™ = (™)), (o)

1
ol RT
FI . ,. . .
Em que (ucex) representa 0 excesso de potencial quimica de fase inferior

associado ao excesso de entropia de mistura dos componentes de formacao das fases, ¢
as interacbes ndo ideais entre os componentes na fase inferior (por exemplo, corante-

polimero, polimero-solvente, etc...).
2.2.2.1 Contribuicéo entrépica ao coeficiente de particao (K)

Segundo o modelo proposto por Johanssoal. a energia livre de Gibbs de
mistura é dada pela Equacéo 17.

m @i m-1 m (17)
AGmiX = AHmiX_TASC = NRTZﬁan)l + N Z Z Q)i Q)]WU
i=1

i=1 j=i+1

18



Aplicando a Equacdo 15 na Equacédo 17, e assumindo AH,; € zero,
encontra-se a contribuicdo entrépica para o potencial quimico do €oluto
(18)

L (Onse Em P,
HC—chT( ) = RT ln(l)c_(l)c"‘l_Mp ﬁ
]

anc T,P,nc#n; C#j

O termo logaritmiccRTInd., da equacdo 16, representa a variacao ideal da entropia
molar parcial quando ocorre o processo termodinamico de mistura. Os trés termos

restantes representamu.* na fase, conforme definido na Equacao Qtcoeficiente

de particdo do soluto €, por conseguinte dado por:

m CI’I;S m (1)5"1 (19)
Inke = —(f — of! + g [ DY
S
m m
Ay iy
“\ & M M )
C+j C+j

Onde a segunda igualdade decorre do fato de que na condicdo de diluicdodpEnita,
FI' devem de ter valores semelhantes e pequenos, port¢ss — dE) =0 e,
(& /M) = (nf*/NFS) = (njS/pVFS), em queN"  é o nlimero de sitios da rede da
fase superiorp € o nimero de sitios da rede por unidade de volurV¥S golume da
fase superior, M, é a massa molar do solufo Desta forma a contribuicdo entropica

sobre a constante de particdo K pode ser descrita pela Equacgéo 20.

InK M nfS  nfl (20)
NRc¢ = o \VFS ~ yF |:

Onde,n™ enf! sdo o nimero total de moléculas na fase superior e inferior,
respectivamente. Esta relacdo indica que na auséncia de efeitos entalpicos, o corante se
particionarq entre ambas as fases devido a diferenca do numero de moléculas por
unidade de volume (densidade numérica) entre a fase superior e a inferior do SAB. Sob
tais condicbes, o soluto ird particionar preferencialmente para a fase com a maior
densidade em numero. Esta situacdo resulta do fato de que a entropia da mistura

aumenta em propor¢do com o numero de formas distintas de distribuir as moléculas do
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corante espacialmente, contribuindo para minimizagdo da energia livre de Gibbs de

mistura. Em esséncia, na fase com maior densidade numérica é possivel acomodar o
soluto em um maior numero de formas diferentes, aumentando assim a seu

particionamento para essa fase. Nos SABs formados por macromolécula + sal ha uma
maior densidade numérica na fase inferior em relacdo a fase superior, causada pela
diferenca de moléculas de agua entre as fases. Desde modo, na auséncia de forcas
entalpicas, um soluto particionado nestes sistemas se concentrara preferencialmente na

fase inferior.
2.2.2.2 Contribuicao entalpica ao coeficiente de particao (K)

Na auséncia da contribuicdo entropica, por exemplo, um SAB onde as
densidades numéricas das fases sao idénticas, o processo de particdo do corante no SAB
sera depende apenas da diferenca na entalpia molar parcial do soluto nas fases superior
e inferior. Nessas condi¢fes o coeficiente de particdo ser representada pela Equacéo 21

M 3 2 3 (21)
InK = R—,IC, Z(q)iT — OP)wic + Z Z((D;F(DiT - (DF(D?)WU :
i=1

i=1 j=2

Onde, ] e ®? sdo a fragdo de volume do componente i (i = &gua,
macromolécula, ou S sal) na fase superior e na fase inferiog dMmassa molar do
corante, av;c ew;; Sao as energias do par potencial i-] e i-c. As enengjasou w;;

pode ser definido pela Equagéo 22:

1 22
Wij = Z(Si]‘ — E (8ii + gij)' ( )

Em que Z é o niumero de moléculas vizinhas que interagem com o componente i,

enquantog;;, €; € g representam as energias envolvidas na formagdo de um par

potencial i-j e rompimento da interacgéo i-i e j-j, respectivamente.

De acordo com a Equacgéo 21 todas as interagOes presentes no SAB podem ser
representadas por dois somatorios, 0 primEft_q(CDiT — ®P)w; representa a energia
absorvida ou liberada no processo de interacdo do corante com 0os componentes da fase
superior e inferior. Por outro lado, o segundo somaifio ¥, (@, ®f — dPDdP)w;;
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denominada como auto-energia do sistema, representa a energia do processo de
formacdo de uma cavidade (rompimento de interac&o intermolecular) na fase superior e
o fechamento de uma cavidade (formacéo de interacao intermolecular) na fase inferior

quando o corante é transferido da fase inferior para a fase superior.

2.3 Fundamentacéo tedrica para determinacdo da entalpia de transferéncia e

entalpia de excesso
2.3.1 Termodinamica de mistura

Uma solucéo € definida como um sistema homogéneo, formado pela mistura de
dois ou mais componentes, estando a mistura nos estados fisicos solidos ou liquidos ou
gasoso¥. Admitindo-se que uma solucdo seja formada pela mistura de um componente

puro A*, com um componente puro B*, tem-se:

A +B*=A+B. (15)

|

Solucao

Onde, 0" + " refere-se aos componentes puros.

A dissolugcdo de um soluto em um determinado solvente envolve trocas de
energia na forma de calor entre o sistema e vizinhanca, que em condicbes de pressao
constante é conhecida como variacdo da entalpia de mist@raontetido de entalpia
que existe nessa solucdo formada, ndo € igual a soma das entalpias dos componentes
puros antes da mistura. Essa diferenca, provém do fato de que as interacbes
intermoleculares que os componentes fazem em solucéo séo diferentes de quando puros.

Assim, pode-se definir a variacdo de entalpia que ocorre no processo de mistura como:
ApmixH = Hgop — (HZ + HE) (16)

Em que H,,; é a entalpia da solucdo formada pela mistura dos componentes A +
B, enquantH, e H; séo as entalpias dos componentes puros A e B.
A H,, é uma funcdo de estado da solucdo, podendo ser especificado pelas

variaveis temperatura (T), pressao (P) e numeros de mols (n), deste modo,
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Hgo = Hsol(T-P-ni)- (17)

A partir da diferencial total dH,,,; tem-se:

H _<6H> dH(aH) P + (6H> dni (18)
o 7N i T \OP) oy on; i

Pni#j

O parametro entalpia molar parciﬁ}-)(de um componente ‘j” na solu¢do pode

ser definido como sendo:

f_l- — <aHsol> (19)
! an] T,P,l’liij

Onde,H,,; € a entalpia da solucéo e a derivada parcial é obtida mantendo constantes T,

P e todos os nimeros de mols, exegtoA entalpia molar parcial representa a taxa de

variacao da entalpia na solugdo quando uma quantidadeciifinit do componente *j”
for adicionado a solucdo, mantendo a presséo, temperatura e a composi¢ado constante.

De posse do parémetk_zp, a equacao 18 pode ser escrita como:

H,,, = (a—H) dt + (a—H) dP + ZE- dn; (20)
sol = aT P,ni aP Pni : ' .

Para valores constantes de temperatura (T), pressdo (P) e fracbes molares da
solucéo (xi),H,,; € proporcional ao niumero total de mols (n) da solugdo, sendo definido
pela equacao 21.

Hgo; = nf(T.P.x,4.x5). (21)

Onde, n = );n; e f € uma funcdo de T, P e das fragbes molares. A diferenciacdo da

equacéao 21 fornece:

dHso = f(T.P.x4.x5)dn. (22)
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Nas condi¢cbes T e P constantes a Equacao 20 pode ser reescrita:

stol = Z ]'_ll' dnl-. (23)
i

Sabendo que; = % oun; = x;n . Portantodn; = x;dn + ndx;, parax; constante

dx; = 0, deste modadn; = x;dn, substituindo na equacao 23 tem-se:

dHSOl = Z xl']'_ll' dn. (24)

L

Igualando as equac0fes 22 e 24, tem-se:

f(TP.Xy Xp)dn = ) xihy dn. (25)

L

Logo:
f= in}_li- (26)

A equagdo 21 pode ser reescrita:

Hgo = nzxiﬁi- (27)

i

Uma vez que; = %

Hgop = z ni}_li- (28)

i

Este resultado expressa a entalpia da solucdo em termos das entalpias molares
parciais h; dos componentes da solugdo. Considerando uma solucio formada pelos

componentes A e B.

Hsol = (nAEflOl + nB}_lgOl . (29)
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Ondeny eng sdo os nimeros de mols dos componentes A e B na soljt&e s’
sdo as entalpias molares parciais de A e B na solucao.
J& as entalpias dos componentes A* e B* quando puros pode ser definido como:

H* = Tll’H*

mi-

(30)

[13%2]

Em queH;,; ¢ a entalpia molar do componente “i” puro. Considerando uma substancia

pura como um caso especial de solucao, pode-se definir:

_. [0H OH* ) (31)
o= (— = (== = H~,.
T,P,niij T,P,Tliij
Logo:
Hg = nB*EB*.

Onden, e ngz S80 0s nimeros de mols dos componentes A e B fyfashy S30 as
entalpias molares parciais de A* e B* puros.

De posse das equacdes 29 €A,,;,H pode ser determinado pela equacao 33:
AmixH = Hsor = (Hi + Hp) = (nahf® + nph™) = (maha” + (nghs).  (33)
Rearranjando a equacéo 33:
AmixH = n4(A3 = B") + (np (R — ). (34)
Como nao é possivel medir a entalpia da solucdo, uma vez que somente é
possivel medir as diferencas de entalpia, considera-se a entalpia da solucéo relativa a

entalpia de algum sistema de referéncia, que podendo considerar como sendo 0s

componentes puros. Desta forma a Equagédo 34 permite calcular a variacdo de entalpia
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que ocorre quando uma solucdo é formada a partir da mistura de dois componentes

puros.
2.3.2 Entalpia de excesso

As propriedades termodinamicas de uma soluc¢do de dois liquidos sdo em muitos casos
expressas em termos de funcbes de excesso. A entalpia de eHEysoyma mistura

de liquidos é definida como a diferenca entre a entalpiaHgdla(solucdo, e a entalpia

de uma solucéo ideal hipotétida'{) com as mesmas T, P e composicdo que a solucéo
real. Uma solucdo ideal pode ser definida como uma solugdo onde as moléculas das
varias espécies sdo tdo semelhantes umas as outras que a substituicdo de moléculas de
uma espécie por moléculas de outra espécie ndo altera a estrutura espacial ou a energia

de interac&o intermolecular da soluta®este modo Fipode ser expressa como:

HE = H — H'¢, (35)

As funcbes de excesso sao determinadas a partir de propriedades de mistura.

Temos:
HfE =H-H%= H—-HY+H —H =(H-H") - (H" - H"). (36)
ApixH A i H
Logo:
HE = Ay H — Ay HE (37)

OndeH* é a entalpia dos componentes puros que compdem a solucdo. Sabendo que

AnixH'Y = 0, a Equacgéo 37 pode ser reescrita:

HE = A, H. (38)

A determinacdo do parametro entalpia de excesso pode ser feita por meio de um
experimento de titulagdo, misturando solugdes concentradas do corante com um

solvente puro ou com uma solucdo diluida do corante, em misturas consecutivas.
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Considerando o solvente comg® na primeira titulagdo tem-se que a variagcado de
entalpia resultante da mistura da solucdo de corante concentrado com o solvente puro &
igual a:

AnixHy = I_Igol - (H;IZO + Hg(())lnc . (39)
Onde,H},, corresponde a entalpia da solucéo formada apds a primeira titllggg e
a entalpia da agua pura,H'C é a entalpia da solugdo concentrada do corante. O

AnixH; € oriundo das mudancas nas interacfes intermoleculares entre os componentes

da mistura formada, resultado do rompimento e formacdo de novas interacoes.

Considerando queH,; = Y;n;h; (Equagéo 28), eH/ =ni*ﬁi* (Equacédo 32), a

Equacéo 39 pode ser reescrita:

- 1 - 1
AnixHy = (nHZOhHZO + ncorlhcor ) — (40)

T * coni xcon coni con
(nHZO hHZO + Neor hcor + nHZO tho )

Onde:ny,, € 0 numero de mols de agua na solugéo apds a primeira titulagéo;
= 1, . . z ~ e . . . Z z
hy,o" é a entalpia molar parcial da 4gua na solugéo apés a primeira titing,, ' @& é
, ~ . . . T 1, .
0 numero de mols de corante na solucdo apos a primeira tituh.,. )¢ a entalpia
molar parcial do corante na solugédo apos a primeira titulny, o € 0 nimero de mols
de &gua pura presente antes da primeira tituIeHHzo* € a entalpia molar parcial da
agua puran.,.c°"™ € o numero de mols do corante presentes na aliquota de solucéo
. — *con - .
concentrada de corante que foi titulah,, € a entalpia molar parcial do corante na
solugdo concentradny,(“°" € o nimero de mols de agua presente na aliquota titulada
~ — con , . . .
de solugdo corante concentrachy,, € a entalpia molar parcial da agua presente na

aliquota de solucdo concentrada do corante que foi titulado. Considerando que

Ny,0=Nm,0" + Nu,o°", € rearranjando a Equacao 40, tem-se:

* - 1 - 1
Amile = (nHZO + nHzocon)tho + ncorlhcor ) - (41)

*CO on

- n - C
con con
heor + 0" hy,o )-

— *
*
(Mu,0 hu,0 + Neor
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Agrupando os termos, a equacao 41 pode ser reescrita:

1

. — * - 1 = con
Amile = Ny,o0 (hHZO - hHZO ) + ncorl(hcor - hcor ) + (42)

- 1 - con
con
Ny,o (tho - tho )

Uma andlise d&\,;;H, permite separa-lo em trés termos. O primeiro termo
— 1 — * . .
ny,o (hg,o —hy,o ), Mostra que parte da energia contida &gp,H; deve estar

vindo da diferenca da entalpia molar parcial da agua apoés a primeira tii(ﬁ@géﬁ)
guando comparado com a entalpia molar parcial da agua antes da titulacdo, quando
havia apenas agua purl_aHgO*). Essa diferenca expressa o quanto as interacfies H

H,O sdo mudadas na presenca do corante, que neste caso, devido a baixa concentragaa

do corante na solucdo, pode ser considerada pequena. O segundo termo

1

- - con . . . .
ny, 0" (hn,o —hu,o ) representa a diferenca da entalpia molar parcial da agua

apos a primeira titulac;é(lezol) em relacdo a entalpia molar parcial da agua contida

na solucao concentrada de cora(rftgzown), essa variacdo de energia € grande, e esta
associada a mudanca nas interacog3-H,O decorridas pela presenca de um maior
namero de mols do corante. Ja o terceiro tertn;;l(f_lcor1 —Ewrcon) mostra a
diferenca da entalpia molar parcial do corante que esté contido na solucéo resultante da
primeira titula(;ao(i_lwrl), em relacdo a entalpia molar parcial do corante presente na
solucéao concentradel_zcorwn), essa diferenca é grande, e decorre da mudanca nas
interacbes intermoleculares entre 0os componentes, ou seja, interadevrahte,
corante-corante, ¥D-H,0, ocasionada pelas interacde®Ftorante.

Considerando agora uma segunda titulacdo, a variacdo de entalpia resultante da
mistura de uma aliquota de solucéo concentrada do corante, com uma solucéo diluida do
mesmo (solucéo obtida apds a primeira titulacdo) pode ser definida como:

AmixHz = Hio — (Hgop + HEOT). (43)
OndeH?Z,, corresponde a entalpia da solugéo formada apés a segunda titHiag&oa
entalpia da solugdo resultante da primeira titulacdd; 08¢ é a entalpia da solugéo

50

concentrada do corante. ConsiderandoH,,;, = ¥; n;h; (Equacgio 28) tem-se:
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_ 2 — 2 — 1 - 1
Amitz = (nHZOZhHZO + ncorzhcor ) - [(nHzothZO + ncorlhcor ) + (44)

con }_l *Con on

- [
con
(ncor cor + nHzo hHZO )

Onde ny,,* é o nimero de mols de agua na solugéo apds a segunda titulagéo;
= 2, . . 2 ~ 7 . 7
hy,o” € a entalpia molar parcial da 4gua na solugéo ap6s a segunda titng, @& é

, ~ , s 2, .
0 numero de mols de corante na solucdo apds a segunda tith.,, @& a entalpia
molar parcial do corante na solugéo ap6s a segunda titulagdo. Admitinag, gtie=

1 con.
Ny,0~ T Nuyo

1 T 2 P2
AmiXHZ = (nHZO +nH20wn)hH20 + (ncor1 + ncorcon)hcor - (45)

17 1 17 1 conT *con coni con
[(nHZO hHZO + Neor hcor ) + (ncor hcor + nHZO hH20 )

Rearranjando e agrupando os termos, a Equacdo 45 pode ser reescrita:

AmixHy = (46)

- 2 - 1 - 2 - 1 - 2
1 1 con
Ny,o (hHZO - hHZO ) + Neor (hcor - hcor ) + Ny,o (hHZO -

AH20con+ ncorconficor2—/rAcor*con.

Semelhante a primeira titulacad,,;,H, € resultado da contribuicdo de varios
termos, que correspondem a energia resultante das mudancas nas interacdes
intermoleculares entre os componentes da mistura formada, quando o numero de mols
de corante é alterado.

Para as demais titulagbes (xHs; AmixHa; AmixHs - - AmixHj) uma Equacéo
andloga a (46) deve ser obtida, podendo de maneira generalizada ser descrita pela
Equacéo 47.

AmiXHi = (47)
N N —
Ny,o’ (tho — hy,o )"‘ Neor’ (hcor — Reor )"‘nHzocon(tho -

- con - i - xcon
hHZO ) + ncorcon(hcor - hcor )]
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Onde “i” refere-se asolucao formada apos a titulagdo, e “j” representa a solucdo que
existia antes da titulacéo.

Quando se deseja analisar as energias de interacdes soluto-solvente sem ter em
conta a influencia das interacdes soluto-soluto, a entalpia de excesso para condi¢cédo de
diluicdo infinita do soluto HE®) pode ser obtida. Para tanto um gréafico dos valores de
(AmixH) obtidos em cada titulagéo versus a concentracao do soluto pode ser construido,
e os valores dHE* calculados extrapolando a concentracéo do soluto a zero, por meio
do ajuste da curva obtida a uma equacao exponencial.

Nessa condi¢cdo hipotética de diluicdo infinita as interacfes soluto-soluto séo
despreziveig as interacdo especificas entre o soluto e o solvente podem entdo ser
determinadas. Por meio do parameHE® as interagdes especificas entre um soluto e
0os componentes das fases de um SAB podem ser determinados, possibilitando calcular
A H° resultante do processo de transferéncia do soluto da fase inferior para fase
superior do SAB.

Como ja descrito, a fase superior do SAB é composta majoritariamente por agua
e PEO, enquanto a fase interior € composta em maioria por sal e agua. Sendo assim,
determinandHE® do corante em agua, nas fases superior e na fase inferior do sistema,
as energias de interacdo corante-PHQ_g,), e corante-salEc_g;) podem ser

determinadas utilizado as relagdes:

E,c0 E,c0
Ec-go = Hclps — Heon,o- (48)
E,0 E,c0
Ec—sa = HcZp — HeZp, o (49)
Onde os termoHg % e HE'™, referem as entalpias de excesso do corante na condigdo

de diluicdo infinita obtidos em fase superior e inferior respectivamente, e o termo
HEf‘;{ZO representa a entalpias de excesso do corante na condi¢cdo de diluicdo infinita
obtido em agua pura.

Por meio dos parametroHg ™, e HZ™, , os valores A, H° podem ser

calculados:

E,00 E, 00
AgH® = HE% — HES, (50)
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Uma maneira bastante precisa de se determinar os valakgs, te € utilizando

a técnica de Calorimetria de Titulacdo Isotérmica, como sera descrito na se¢ao abaixo.
2.4 Calorimetria de Titulac&o Isotérmica (ITC)

A Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC) é considerada uma potente técnica
encarregada de detectar a energia em forma de calor, absorvida ou liberada em
diferentes processos termodinamics Esta fornece uma descricdo qualitativa e
termodinamica dos fendmenos, além de sua consideravel sensibilidade, justificando seu
uso em diferentes estudos tais como, interacbes entre macromoléculas e ligantes,
equilibrio de dissociacdo de aminoacidos em diferentes estados de protonacédo, estudos
termodinamicos de agregac&o de surfactantes, e estudos cinéticos enziMiaticds

A técnica de ITC é utilizada para medir a variacdo de calor resultante da
interacdo de duas espécies moleculares quaisquer, permitindo determinar diretamente e
sem aproximacdes o valor da variacdo de entalpia de interacdo. Nesta técnica os
processos termodinamicos que ocorrem no sistema sao avaliados sob as condi¢des de
temperatura e pressao constantes. Desta forma, em acordo com a Equacdo 51

simplificada que expressa a primeira lei da termodinamica, tem-se:
dU = dq + dw. (51)

Onde, dU é a variacdo infinitesimal de energia interna do sistedqaé variacao
infinitesimal de energia trocada entre sistema e vizinhanca na forma de dwd¥ a
variacao infinitesimal de energia na forma de trabalho feito pelo sistema ou sobre ele.
Considerando que o processo analisado ocorra entre um estado inicial (i) e um
estado final (f) e que o sistema esteja restrito apenas a realizacdo de trabalho de

expansao ou compressao com pressao constante, integrando a Equacéo 51 tem-se:

f f f (52)
[fav = da- [ Poxav.
i i i

Em queP,y; € a pressdo externa no sisterrdVeé a variagao infinitesimal do

volume do sistema. Resolvendo as integrais definidas na Equacédo 52, obtém-se:
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Us—Uj=q-— Pext(vf - Vi)- (53)

Reordenando os termos nha Equacéo 53, obtém-se a Equacéao 54:

(Uf + l)extvf) - (Ui + PextVi) =4q. (54)

A somau + P,V da-se o nome de entalpia (H). Considerando que na equacg&o
18 tem-se uma entalpia final e uma inicial, como resultado obtém-se uma variacdo de

entalpia (Equacgao %5

AH = Hf - Hi =(q. (55)

A Equacao 63 expressa que a variacao de entalpia do sistema num dado processo
termodinamico € numericamente igual a quantidade de energia trocada na forma de
calor entre sistema e vizinhanca, em condicdes onde o sistema s6 pode realizar trabalho
de compreensao e expansao a pressao constantd#o essa energia oriunda da soma da
energia interna do sistema (variagdo da energia translacional, vibracional, rotacional e
eletrénica) mais o trabalho de compreenséo ou expansao que realize o sistema.

Em ITC utiliza-se um calorimetro, este € constituido por um par correspondente
de celas de amostras e de referéncia que se encontram em equilibrio térmico com suas
vizinhangas num ambiente de temperatura altamente controlada. A técnica é baseada em
uma titulagéo, onde inje¢cdes de uma solugdo concentrada do analito séo realizadas na
célula de amostra, sob agitacdo constante. As injecdes sdo controladas por um motor de
passo, sendo cada adicdo automética, e o intervalo no tempo entre uma adicdo e outra
constante. Esse procedimento é realizado por meio de uma seringa que € acoplada a
uma torre que leva a amostra até a cela de int&fessmo mostra a Figura 10.
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Figura10. Descricéo do Calorimetro de Titulagdo Isotérmica (f1.C)

Em um experimento tipico realizado no ITC, pequenas aliquotas, de volumes
conhecidos, de solucéo do titulante sdo adicionadas ao titulado no interior do vaso
calorimétrico. Trocas de energia na forma de calor resultantes dos processos de mistura
gue envolvem o rompimento e a formacdo de interagdes intermoleculares passam
ocorrer, levando a variacdo da temperatura do sistema. Para que o equilibrio térmico
seja reestabelecido, a transferéncia de energia na forma de calor entre sistema e
vizinhanca comeca a ocorrer. A energia resultante, absorvida ou liberada pelo, sistema
na forma de calor é entdo detectada por meio de termopilhas que ficam localizadas
proximas as celas calorimétricas. Essa energia por vez gera uma diferenca de potencial
elétrico em seus terminais que € registrado e automaticamente convertido em poténcia

como mostra a Equacao 56.

_dq (56)
P=—.

Permitindo obter um grafico de poténcia em funcdo do tempo denominado termograma
(Figura 1). Onde cada pulso (sinal térmico) mostrado no termograma indica o

momento da adigdo de um volume conhecido do titulante.
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Integrando a curva de poténcia em funcdo do tempo, a quantidade de energia na
forma de calor correspondente a cada injecdo € encontrada, e conseguentemente a

variacdo de entalpia transferida no processo sob investigagéo pode ser obtida (Equacéao

57).

t2 57
Aquzf P dt. 7)
t

1

Por meio do procedimento relatado, os valoresAr.H de cada corante

estudado (AM, AZA, AZB) para diferentes SABs podem ser determinados.
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CAPITULO 2: New insights about phenothiazine dyes partitioning in
aqueous two-phase systems.

ABSTRACT

Aqueous two-phase systems (ATPSs) have proven to be an efficient and
environmentally safe method for extraction of chemical species. However, the solutes
partition driven forces in these systems is still little understood. An approach to
increase our knowledge is to study partitioning behavior of molecular probes with very
similar chemical structure. A complete thermodynamic partitioning of methylene blue
(MB), azure B (AZB), azure A (AZA) and thionine acetate (TA) dyes were investigated
in poly(ethylene oxide) + salt + water ATPSs. Standard transfer parameters such as free
energy change of transfeA..G°), standard enthalpy change of trans{A.H°),
standard entropy change of trans(A..S°) and its dependence on the dye structure,
electrolyte nature and tie line length (TLL) were evaluated. For the first time we found
that cations the concentrates in polymer enriched phase, with K values ranging from
6.16 to 225.60 (4.1BI mol™* < A,,.G° < -13.47 kJ mat). ATPS dyes partitioning were
enthalpic drive, with -11.4RJ mol* < A, H® < -51.24 kJ mot and -4.93 kJ maiK™* <

TA,S® < -38.78 kJ mot K. AH° is negative and decrease as TLL increase, because
dye-PEO interaction is attractive while dye-salt repulsive both of them mainly

determined by benzene condensed ring.

Keywords: aqueous two-phase system; thermodynamic; phenothiazine dye; partition;

driven force.
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1 INTRODUCTION

Since 1958 with the pioneering work of Albertson, aqueous two-phase systems
(ATPS) have proved to be an efficient and environmentally safe method for extraction
and purification of a great number of chemical species, such as efizyrasing,

ic®%and naturadf-'? dyes.

metal$* nanoparticles carbon nanotub&sand synthet
Despite these works, most of the papers investigating solutes partitioning is limited to
investigate the feasibility of utilizing aqueous two-phase extraction for the separation
and purification of the solute8*4*>® There are few studies that bring a systematic
thermodynamic approach that enables the comprehension of the driving forces
governing the transfer process of these solutes in the ATPS. Additionally, when the
determination of thermodynamic parameters of partition are performed, the
measurements are not made directly and experientially.

Da Silva et al. used the calorimetric measurements to determine thermodynamic
parameters of partition of [Fe(C)NO)]*~ and [Fe(CNY® ions in ATPSs formed by
triblock copolymers and phosphate sdltghey showed that the transfer process for
these anions is exothermic and enthalpically driven. Magetstal evaluated the
partition of the natural dye norbixin in different ATPS systems formed with
polymer/copolymer and salfs The norbixin partitioning in ATPS also release enthalpic
energy during the transfer process, with values of transfer enthalpy change varying
between -2.71 + 0.30 and -9.10 + 0.50 kJ mdfiowever, exothermicity of solutes
transfer processes is not a general trend. Studiedaaftaloumin partition in ATPS
containing poly (ethylene glycol) and sodium polyacrylate reported by Alcéettaia
indicated that the partitioning ef-la was accompanied by endothermic heat and was
entropically driver?.

In view of the low number of thermodynamic studies describing the driving
forces for solute distribution in ATPS, a systematic thermodynamic approach from a
experimental point of view becomes necessary. A strategic approach for studying the
driving forces that determine the partition behavior of solutes in ATPS is evaluate the
partition behavior of chemical compounds with similar chemical structures, using them
as molecular probes.

In this work, the phenothiazine dyes methilene blue (MB), azure B (AZB), azure
A (AZA) and thionine acetate (TA) (Figure 1) were used as probes to evaluate the
nature of the interactions associated with the dye partitioning on ATPS. We determine
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the transfer thermodynamic parameters for the several dyes and their dependence on the

following ATPS properties: TLL values, cation and anion structure.
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Figure 1.Chemical structures of phenothiazine dyes.

2 EXPERIMENTAL SECTION
2.1 Materials

Poly(ethylene oxide) (PEO), with a molar mass of 1500 g'mals purchased
from Synth (Brazil). The inorganic salts sodium sulfate,8@; 99.0%), magnesium
sulfate heptahydrate (MgQQH,0), and lithium sulfate (LBEO,;; 99.0%), and the
organic salts sodium tartrate (TartNa; 881,06 2H0; 99.5%), and sodium citrate
(CitNa; NaCgHs0O7-2H,0; 99.0%), were all purchased from Vetec (Brazil). The dyes
MB, AZB, AZA and TA (purity > 98%) was purchased from Aldrich (USA). All
chemicals used in this study were of analytical grade and used without further

purification. Distilled water was used in all experiments.

2.2 Preparation of aqueous two-phase systems and determination of dyes (MB,
AZA, AZB and TA) partition coefficients

The ternary mixturesompositions of ATPS used in the partitioning experiments
were chosen based on the phase diagrams previously publihétb achieve the

desired compositional ratio for each ATPS, appropriate amounts of solutions PEO, salt

44



and water were taken into a graduated centrifuge tubes. The tubes were shaken and left
to stand at 298.15 K, in a thermostatic bath (Microquimica, MQBTC 99-20), with an
uncertainty of £ 0.1 K.

Once the system had achieved thermodynamic equilibrium, the two phases were
collected separately for partitioning experiments. A total of 3.0 g of each phase were
mixed with 60uL of the phenothiazine dye solution stock (3.5 XIfiol kg?) in glass
tubes. The resultant concentration in the tubes was 3.5° X6l kg' to dyes
investigated. For each tie line length (TLL) and each ATPS, three systems were
prepared: the first being a blank without the addition of the dye, a sample and a
replica.These systems were stirred manually for 3 min until the solutions became
cloudy and then maintained under controlled temperature in a thermostatic bath at
298.15 K for a minimum of 24 h to reach thermodynamic equilibridiquots of the
top and the bottom phases were collected with a syringe, and adequately diluted with
distilled water for a spectrophotometric analysis at 664 nm (MB), 652 nm (AZB), 637
nm (AZA) and 604 nm (TA) using a Shimadzu digital double beam spectrometer (UV-
2550).

The phenothiazine dyes partition coefficients (K) between the phases are
determined by the concentration ratio of the analyte in each phase of the ATPS. In
agreement with the Bedrambert law, the absorbance of the analyte at a specific
wavelength is directly proportional to the dye concentration in dilute systems, where
dimers are not formed. Thus, the partition coefficié)t ¢an be given as described in
Equationl.

_ (Abs™)- (fd™) (1)
~ (AbsB) - (fdB)

Where(AbsT) and (AbsB) are the absorbances the dyes of the diluted top phase and the
diluted bottom phase, respectively, discounting the absorbance of the corresponding
blanks, anc(fdT)and(fdB) are the dilution factors of the phases.

K was studied for different TLL values of each ATPS investigated. The TLL

numerically expresses the difference in the intensive thermodynamic functions between
the top and the bottom phases, at constant pressure and temperature. It is calculated

using Equation 2:
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1/2

TLL = [(c] - CB)* + (CT - c8)?] )

Where Cg and CE are the polymer concentrations in the top and bottom phases,

respectively, andT andCE are the corresponding salt concentrations in the top and

bottom phases, respectively.
2.3 Thermodynamic parameters of dyes transfer
2.3.1 Dyes transfer Gibbs free energy changei(,.G°)

The standard Gibbs free energy change of trai(A..G°) is the change in the
Gibbs energy of the system when 1 mol of dye, under infinite dilution is transferred
from the bottom phase to the top. For all ATPS studied,A.G° was obtained

following the thermodynamic relationship:

A,G° = —RTInK. (3)

Where R is the real gas constant dnd the absolute temperature, aniskhe dyes

partition coefficient.
2.3.2 Dyes transfer enthalpy changeX.H®)

Isothermal titration calorimetry (ITC) was used to determine the dyd$®
from the bottom phase to the top phase the system. The experiments were conducted in
a microcalorimeter CSC-4200 (Science Corp. Calorimeter).

The A H? values for MB, AZB and AZA in each TLL was obtained by the
following steps: the energy associated with dilution effeH@{}X, was determined by
filling the reference and the sample cells with 1.80 mL of the bottom (or the top phase),
and titrating the sample solution with fifteen consecutive injections of 15 pL of dyes
5x10% mol kg* prepared in the bottom (or in the top phase) of ATPS. The flow of
energy registered during the whole process was recorded as a power versus time curve,
which was integrated to obtain the heat associated to the enthalpy change of each
il

system Hgb). To discount the energy associated with friction effth&,X, the same

46



experiment were performed in the absence of the dyes. A gastight Hamilton syringe
(250 uL) controlled by an instrument was utilized for the injections, and a stirrer helix
stirring at 300 rpm was used throughout the experiment. Calorimetric experiment for the
dye TA dye was not possible due its precipitation.
The values of excess enthaI[Hgye) obtained for each injection were calculated
by the following Equation:
Hob — Hop

HE, =~ @)

Where n is the number of moles of the dye after each injection.
The Hgye were plotted as a function of the dye concentration ([dye]), and the
values of excess enthalpy of MB, AZB and AZA dyes for the infinite dilution condition

(HE';:) were calculated extrapolating the [dye] to zero. Then,AhH® values were

obtained by using the following relationship:
E,c0 E,c0
AyH® = Hgye_rp — Haje_pp. (5)

Where HE&,":_TP and Hg;g_Bp is the excess enthalpy of dyes at infinite dilution

condition in top and bottom phases of ATPS.
2.3.3 Dyes transfer standard entropy change/,,.S°)

The dyes (MB, AZB and AZA) entropy change of transfé;.§°) was
determined from the following classic thermodynamics relationship:
AtrGo = AtrHo - TAtrSO. (6)

WhereA,,.G° andA..H° are values already known.
2.4 Measurement of fluorescence spectra

Fluorescence emission spectra of MB in the investigated solutions were taken on
a Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent Technologies, USA). The slits

selected were 5 nm for excitation and 5 nm for emission, and the spectra were acquired
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in the range from 630 two 850 nm at an excitation wavelength of 620 nm. All spectra

were collected at 298.2 K using 10 mm quartz cells.
3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Dependence of the partition coefficient with the concentration of methylene

blue

It is well known that the solute partition coefficient (K) is a thermodynamic
parameter independent of solute concentration when a single chemical species is
partitioned. However if chemical processes that change the nature of the solute
distributed begin to occur, the K will vary with the concentration of the transferred
specie&"?.

Methylene blue (MB) molecules in solution can self-interact to form aggregates
such as dimer, and even higher order aggregates, which processes is influenced by
several factors including the concentration, pH, temperature and solventfaflioe
verify if MB partition coefficient depends on the concentration of solute, K values was
determined for the MB concentration range of 2.5x1®8x10* mol kg*, in 5th TLL
of the PEO 1500 + 0 + Li,SO, ATPSin 298.15 K, as shown in Figure 2.
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Figure 2. Methylene blue K values as function of its total concentration@1BB0 + HO + Li,SO,
ATPS in 5th TLL and 298.15 K.

In the 2.5x10 < [MB] < 5.5x10° mol kg® range, the K values were constant
however in (5.5x18 < [MB] < 5.0x10% interval, K values decreases monotonically,
from 192 to 26, while at [MB] >5.0x10* mol kg'the K values turns constant again.
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The first plateau, at small MB concentration, indicate that possibly the
partitioning specie was MB monomers while at higher MB concentration plateau MB
dimers were distributed between both ATPS phases. The decrease in the K values
observed showed that in this MB concentration interval there are a chemical equilibrium
between MB monomers and dimérs

From fluorescence steady-state measurements of MB molecules we can to
describe about the relative concentration of monomer and dimer present in both ATPS
phases. This is possible because the fluorescence of monomer is self-quenched upon
formation of dimers or even larger aggregates in solution, as the transition from lowest
excited singlet state to the ground state is forbidden for such multi-molecular species
262! The MB monomer in aqueous solution, exhibits a fluorescence maximum at 684
nm with quantum yield of emission of 0.04 in watét.

In order to confirm the presence of monomer and/ or dimers in all MB
concentration studied in partitioning experiment, fluorescence spectroscopic was
applied to measure the MB emission intensity in top and bottom phases of 5th TLL
PEO 1500 + KO + Li,SOy at 298.15 K, as shown in Figure 3.

6004 (a) [MB] / mol kg™ 7504 (b) [MB] / mol kg”'
2,5X10° 2,5X10°
= ——3,5x10” 2600, ——3,5x10°
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@ —— 7,5x10°7 ‘B450 —— 7,5x10°
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=300+ L I= ’
P —— 5X10° P ——sx10*
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Figure 3. Emission spectra of different concentrations of MBX 620 nm) in top (a) and bottom (b)
phases of 5th TLL (51.67 % w/w) PEO 1500 3#CH+ Li,SO, at 298.15 K.

A better way to analyze the fluorescence data obtained above is plotting MB

maximum fluorescence as function of its concentration, as verified in Figure 4.
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Figure 4. Maximum fluorescence intensity of MB versus its concentratiga) top phase and the (b)
bottom phase of 5th TLL PEO 1500 +®i+ Li,SO; ATPS, at 298.15 K.

For both ATPS phases, the MB concentration increase from of 2°5tdl0
3.5x10° mol kg* led to the enhancement in dye fluorescence intensity from 350 to 550,
caused by a increase in content of MB monomer. From then on the intensity of the
emission band of dye decreased gradually in range from 3°5x18.0x10* mol kg™.

This progressive quenching of fluorescence in agreement with a mechanism of
equilibrium between monomers (fluorescent) and nonfluorescent dye aggregates in
solutior?®?’. Finally, MB florescence almost disappeared at a concentration range from
5.0x10* to 8.0x10" mol kg* showing that in more concentrated solutions in that dimer
predominate.

In order to ensure only MB monomer patrtitioning, in all experiment carried out

this work the total concentration of dye in ATPS was set at 3:5rid) kg".
3.2 Phenothiazine dyes partition thermodynamic

To further understand the driving forces that determine the distribution behavior
of phenothiazinaelyes in different ATPSs and the relationship between its structure and
the K values, partition studies of three structurally similar dyes were carried out. Figure
5 shows K values of dyes MB, AZB, AZA and TA versus TLL for the ATPS
comprising PEO 1500, MgSQand HO at 298.15 K.
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Figure 5. Partition coefficient of phenothiazine dyes versus TLL in P00 + MgSQ + H,0,
at 298.15 K.

All K were higher than one showing that all phenothiazine compounds
concentrated in the ATPS top phases, with values following the order: MB > AZB >
AZA > TA, showing that dye molecules with more methyl substituent have a large
tendency to transfer from the bottom to the top phase of the ATPS. K values increase
almost exponentially as TLL values increase for all dyes studied, except for TA.

Da Silva and coworket§ studied the MB, AZA and AZB partition behavior in
n-octanol/water biphasic system, demonstrating that all the compounds had the same
partitioning behavior between aqueous and organic phases. i.e., independent of its
chemical structure, it was observed negative values of distribution coefficigitaid?
in acidic solution and positive values after pH 7.0. Showing higher dye transfer from
agueous solution to octanol phase at basic pH withwERer maximum values equal to
10. As the phenothiazine dyes partitioning coefficients measured in all ATPS
investigated in our studies is large than that obtained in octanol/water systems, which is
a biphasic systems with a higher (in relation to ATPS) hydrophobic/hydrophilic
difference between both phases, we can to concluded that hydrophobic interaction is not
the only motriz power drives the dye distribution in AP

All positive charged solute concentrated in ATPS bottom pffasesl in best of
our knowledge this work is the first investigation showing cationic specie
(phenothiazine ring) which spontaneously transfer from the bottom to the top ATPS
phase. For a better understanding of the molecular interaction driving the dyes
partitioning in PEO 1500 + MgSG H,O ATPS, standard Gibbs free energy change of

transfer,A.G°, was calculated by using the classical relationshjpfG® = —RT In K).
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The AG° values express the free energy change of the system when one mole of
phenothiazine dyes is transferred from the bottom phase to the top phage.@htor

all dyes as a function of TLL for the ATPS comprising PEO 1500, Mg&@l BO, at
298.15 K, are presented in Figure 6.
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Figure 6. Phenothiazine dyés,.G® as function of the TLL for PEO 1500 + Mg$® H,O ATPS, at
298.15 K.

Except to TA molecules whiclA,.G° values were almost constant and around to
8.0 kJ mot', for all others dyes th#,.G° decreased almost linearly with the increase in
TLL ranging from (-8.7 to -12.9 kJ md) for MB, (-9.1 to 12.7 kJ md) for AZB, (-9.1
to -12.4 kJ mol) for AZA. The negative values ofG° indicate a preferential
interaction of the dye molecules with ATPS top phases components.

The partition behavior of the phenothiazine dyes also was evaluated in the
system formed by PEO 1500 +,80, + H,O, as presented in Figure 7.
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Figure 7K (a) andA..G° (b) values for phenothiazine dyes versus TLL in
PEO 1500 + iSO, + H,O ATPS, at 298.15 K.

The four dyes concentrated in ATPS top phase as is showed by neggiive
values that decreased almost linearly with the increase in TLL (Figure 6b). As observed
in PEO 1500 + MgS©+ H,O ATPS, the partition coefficients of MB, AZB and AZA
increase as TLL enhance (Figure 6a). On the other hand for TA in the PEO 1500 +
Li, SO, + H,O ATPS K values were not constant as showed for in PEO 1500 + MgSO
+ H,O ATPS, increasing as TLL became enlarged. In the lithium ATPS, methyl
substitution on the amino group of dyes has lower effect on dyes K values, when
compared this effect in magnesium ATPS.

To better understand the driven forces governing the phenothiazine dyes
partition process, it is necessary evaluating the factors that contribieGty i.e.

A H® andA,.S°.

The contribution of the enthalpic molecular interaction to dyes transfer in ATPS
was measured using ITC. The ITC is a very sensitive technique that can detect very low
energy fluxes £0,2 pW), associated with different thermodynamic processes which
occur with very small system enthalpic changes including energy dilution of 8dlutes
As water is generally the majority component in different ATRSvery important to
understand specific interaction between dyes and water molecules.

The excess partial molar enthaI;Hgye, can provide a starting point for

understanding the solute-solute and solute-solvent interactions. These excess enthalpies
express the interaction asymmetry present in a real solution when compared with
symmetrical interactions (&= Eg-g = Ea.g) Occurring in a hypothetic ideal solution. In

order to compare the self-interaction of different dyes (MB, AZB and AZA) as well as
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their interaction with the water, tI‘HEye versus dye concentration ([dye]) plots are

shown in Figure 8.
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Figure 8. Phenothiazin,';Jye as a function of the [dye] measured igCHat 298.15 K.

Generally the slopeaHgye/a[dye]) of the Hgye X [dye] curves express the
contribution of dye-dye interaction in solution for the system enthalpy. In the [dye]
range where?Hgye/ d[dye] is higher, dye-dye interaction is strength enough to lead to
the formation of dye dimers, as was confirmed by fluorescence measurement (data not

showed).

In order to determine the dyew®lvent interactions, the excess enthalpy of dyes

for the infinite dilution condition mg;g) were calculated by extrapolating thH(';{ye X

[dye] curves to the zero dye concentratiorough of exponential expression. ThI%';Z

values of dyes in water were: 7.28 + OKJimol* or MB, 7.14 + 0.1%J mol™* for AZB,
and 9.19 + 0.65 kJ mblfor AZA. The difference in methyl group number on the

phenothiazine fused rings does not change significantly the vaIqu’y‘@fsuggesting

that water salvation occur mainly around the dyes planar rinlee process of dye-

water mixing at infinite dilution condition can be understood on the basis of the water

E,c0

cavity formation and dye-water interactidhghe Hg;s

was endothermic showing that

the energetic cost of water/water interactions break (cavity formation) is higher than the
energy released during the dye salvation process.
To describe the energy of interactions between dyes molecules and ATPS phase

components, thHgye versus dye concentration data for phenothiazine dyes compounds
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were obtained in ATPS top and bottom phases. Figure 9 shows the titration curves of a
MB or AZB or AZA dyes concentrates solution into pure solvent, using as solvent the

top or bottom ATPS phases. The excess partial molar entHgyeyfor each injection

is plotted against the [dyes] in top (a, ¢, e€) and bottom (b, d, f) phases for five TLL of
PEO 1500 + iSO, + H,O ATPS at 298.15 K.
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Figure 9 Hgye values of dyes MB (a, b), AZB (c, d) and AZA (e, f) as funcobridye], in top (a, ¢, €)
and bottom (b, d, f) phases for PEO 1500 580, + H,O ATPS: (<) 1th TLL, @ ) 2th TLL, 3 ) 3th
TLL, () 4th TLL, (™F) 5th TLL.

For all TLL values with increase of dyes concentratHgye become more

positive in top phases (Figure 8a, 8c and 8e), while in bottom phases the enhancement

of dye content mak1H(‘§ye values less positive, (Figure 8b, 8d and 8f). These result
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shows that the dye-dye interaction is enthalpically unfavoraﬂHEye/ d[dye] >0) in
the ATPS enriched polymer and favorabzﬂHgye/a[dye] <0) in the ATPS salt rich

phases.

To determine the energy of interactions between dye and the ATPS components,

E,o0
dye

E,oc0

the values oH dye

were obtained by extrapolation di ;. x [dye] curves to zero dye

E,00
dye

for five TLL of the PEO 1500 + LBOy + H,O ATPS are shown in Table 1 together

with dye-PEO E4_go) and dye-saltHy_4) interaction energies calculated by these

concentration. Thd ;. values of dyes MB, AZA and AZB in top and bottom phases

equationEy_go = Hgye (TP) — Hgye (water) andEq_sae = Heye (BP) — Hgpe (water).

Table 1. HS;Z values of MB, AZA and AZB in top (TP) and bottom (BP) phases Eang
andE4_gas, for five TLL of the PEO 1500 + L8O, + H,O ATPS at 298,15 K.
PEO 1500 + LiSO, + H,O - MB

TLL % (w/w)

Hug"” / kJ mol” TP

Evs.eo/ kJ mol*

Hys >~/ kJ mol* BP

Ewvgsar/ kJ mol*

29.43 -0.30+£0.01 -7.58 £0.38 22.84 +0.62 15.56 +0.99
34.97 -0.50 +1.38 -7.78 +1.75 25.34+1.21 18.06 +1.58
41.71 -0.74 £ 0.44 -8.02 £0.82 27.60 +0.89 20.32+1.26
46.36 -3.33+1.50 -10.61+ 1.88 34.01+ 5.68 26.73£6.05
51.67 -1.39 £ 1.39 -8.67+ 1.76 40.42 + 2.52 33.14+ 2.89

PEO 1500 + iSO, + H,0O - AZB

TLL % (w/w)

Hazg™"/ k3 mol* TP

Eazs.eo / kJ mot*

Haze™” / kJ mol’ BP

Eazg.sar/ kJ mot*

29.43 0.14+0.11 -7.00 £0.30 28.88 +1.07 21.74 +1.26
34.97 0.84 £0.07 -6.30 + 0.26 28.60+1.73 21.46+£1.92
41.71 0.44 £ 0.62 -6.70 £ 0.81 28.55+0.38 21.41 +0.57
46.36 -1.74 +0.04 -8.88 +0.23 27.19+1.85 20.05+2.04
51.67 -3.06 £ 0.34 -10.20 + 0.53 28.07 +1.50 20.93 +1.69

PEO 1500 + iSO, + H,0O - AZA

TLL % (w/w)

Haza™” I kI mol* TP Eaza.eo/ kJ mol*

Haza~” I kd mol* BP Eazasai/ kJ mol*

29.43 -1.77 £0.39 -10.96 £ 1.04 31.01+0.75 21.82+1.40
34.97 -0.04 + 0.36 -9.23+1.01 30.48 £1.45 21.29+2.10
41.71 -3.32+0.91 -12.51 +1.56 32.38+1.34 23.19+1.99
46.36 -3.10+0.29 -12.29+0.94 36.82 £ 1.50 27.63+£2.15
51.67 -8.61 + 0.96 -17.8 £ 1.61 42.63 + 3.08 33.44 + 3.73

The HdE'yfvaIues of phenothiazine dyes in top phase were in general negative in
all TLL, with exception for the AZB that presented positive values, but in low
magnitude, for the first three TLL. The dyel'ﬁ'y"g in top phase can be understood
mainly as the net energy of the following process: broken of water-water, polymer-
polymer and polymer-water interactions for cavity formation, and subsequent solvation
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of the dye molecule by polymer and water. These neg&tﬁ\fé values indicate that
more energy is released in the dyes solvation processes than that absorbed in the cavity
formation. However in bottom phase the dye%f;’ were endothermic for all TLL,

showing that the energy cost of disruption of salt-salt, water-water, and water-salt
interactions, is much higher as compared to the energy released at dyes-salt and dyes-
water interactions.

In order to directly determine the dye-PECE (so) and dye-salt
(E4—sait) interaction energy, the dylégg,";’ in water was discounted of dy%;; in top

and bottom phase of ATPS respectively, as determined by Equation 7 and 8:
E,c0 E,c0
Eq-go = dee—TP - dee—HZO' (7)
E,c0 E,c0
Eg-sait = dee—BP - dee—HZO' (8)

Where HE;;’_TP and HE;S_BP is the excess partial molar enthalpy of dyes at infinite
dilution condition in top and bottom phases, respectively measured in PEO 1500 +

Li>SOy + HO ATPS, andigg,f_Hzo is the same parameter for solutes dissolved in pure
water.

As showing in Table 1, the value Bf_g are negative for all dyes indicating an
enthalpically favorable specific dye-EO interaction. In general, with increase of TLL,
the Eq_go values were almost constant. Howevgj_,;; values are positive and
increased with the TLL enhancement, with exception of AZB in which values varied
little demonstrating that the dye-salt interaction is repulsive. This enthalpically
unfavorable interaction is probably due to electrostatic repulsion between salt cation and
dye condensed ring cation and/or caused by dye hydrophobic nature which make it less
soluble in an enriched salt phase. The o and E4_g.;: Values point out that dye
concentration in the ATPS top phase occur due to an attractive interaction between dye
and PEO and a repulsive interaction between dye and electrolytes. Interestingly, dye
chemical structure difference weak effect on the dye-EO and dye-salt enthalpic
interaction energy values showing that this interaction is mainly promoted by the dye

condensed ring.

E,0

Using Hg,,,

measured in both ATPS phases it is possible to calculate the solute

standard enthalpy change of transig,H° by applying the following
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equationA, H® = H,fj',";’_TP —Hf;;’_BP. The A .H® parameter expressed the enthalpy
change of the system when one mole of dye at infinitely dilute condition is transferred
from the bottom phase to the top phase of ATPS. At this thermodynamic conditions
(infinity dilution), we can assume that solute partitioning will not alter the
compositions of the equilibrium phases, that way, the enthalpy change is related only
with interaction changes occurring during transfer process of solute. Figure 10 shows
A H? as a function of TLL for PEO 1500 +A30, + H,O ATPS, at 298.15 K.

18-
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30 36 42 48 54
TLL /( % ( w/w) )

Figure10. A.H? of phenothiazine dyes versus TLL for PEO 150080, + H,O ATPS, at 298.15 K.

For all TLL values dye transference processes is exothermic and as the TLL
increases, tha,H° becoming more negative ranging from -23£0.63 to -51.24+
1.04 kJ mot, showing that more concentrated ATPS phases is (salt in bottom phase
and polymer in top phase) more repulsive interaction in salt enriched phase and higher
intense attractive forces in polymer rich phase occur.

To the best of our knowledge, these results are the first enthalpic measurement
of the phenothiazine dyes transfer process in an ATPS. However the partition behavior
of varied solutes in different ATPS systems has been studied using this parameter

¢1343% Mageste and coworkéfs has used microcalorimetry to

thermodynami
determineA..H® of the natural dye norbixin in different ATPS formed by mixture of
aqueous solution of a PEO or copolymer &B6l a sodium tartrate or succinate salt, and
reported values of that parameter ranging from -2.71 + 0.30 to -9.10 + 0.50 kJ mol
Norbixin A H® values were less negative than that measured to phenothiazine dyes,
showing that the presence of aromatic ring increases the dye PEO and dye- salt

interaction.
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By using the classical thermodynamic equatidpG® = A H® — TA,S®, it is
possible to calculated,.S°. The termA..S° relates to an increase or decrease in the
number of different possibilities for distributing the components present in the system,
which occurs due to the transfer of dye molecules from the bottom phase to the top
phase. Th&,.S° values for MB, AZB, and AZA as a function of TLL for PEO 1500 +
Li. SO, + H,O ATPS, at 298.15 K, are presented in Figure 11.

N N
£ 9

TA,S°/ (kJ mol” K)
w
»

A
=

30 36 42 48 54
TLL /( % ( w/w) )
Figurell. Phenothiazine dyes,S° versus TLL for PEO 1500 + k30, + H,O ATPS, at 298.15 K.

The phenothiazine dyes transfer from the bottom phase to the top phase occurs
with A.S° < 0 for all TLL values, showing that the processes of transference of these
dyes were directed by enthalpic contributions. This decrease in the entropies of the
systems could be attributed to a low number of molecular configurations present in the
ATPS top phase when compared to the number of possible molecular distribution in
ATPS bottom phase, mainly caused by a small number of water molecules located in
the polymer enriched ph&8eA,.S° become more negative as TLL increase because
water concentration difference between bottom and top phase increase as the TLL
values enhané® Despite of decrease system entropy occur for a lot solute transfer
processes in different ATRPS*Y, thisA,,.S° decrease is not of the only trend. Alcantara
and coworker® reported studies oi-lactalbumin andp-lactoglobulin partition in
ATPS containing PEO and sodium polyacrylate. The thermodynamic analysis this work
indicated that the partitioning of-la was accompanied by endothermic heat and was
entropically driven, whilg3-Ig partitioning was accompanied by exothermic heat and
was enthalpically driven at low polymer concentrations and entropically driven at high
polymer concentrations.
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3.3 Cation effect on phenothiazine dyes partition behavior

As generally occur to other solutes partitioning in ATB4, the phenothiazine
dyes K value and its dependence on the TLL could be affected by the nature of the
ATPS electrolyte. Cation effect are strong on the partitioning behavior of different
solutes between ATPS phases and follow the order INa > Mg* "*2 The cation
effect is explained by some authors due the existence of PEO chain absorbed by ATPS
cation forming a pseudopolycation which interact attractively (mainly eletrostatically)
with anion speciéd.The pseudopolycation presence in top ATPS phase should make
arise repulsive forces against the phenothiazine dye (cation condensed ring)
concentration on that phase. Probably the preferential transference of phenothiazine
dyes from the bottom phase to the top phase should be attribute to specific interactions
(dipole-dipole, charge transfer and hydrophobic) between dye and PEO chain which in
magnitude overcoming the dye-pseudopolycation electrostatic repulsive interaction.

Figure 12 shows the K values of MB (12.a) and AZB (12.b) and AZA (12.c)
and TA (12.d) plotted against TLL for the ATPS comprising PEO 15003 &hd
different sulfate salts (MgSMNa&SO, and LbSOy) at 298.15 K.
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Figurel12. Cation effect on K values for the MB, AZB, AZA and TA partitiortle PEO 1500 + MgSQO
+ H,O (%), H,O PEO 1500 + N&$O, + H,O (), and PEO 1500 + $0O, + H,O (&) ATPSs, at
298.15 K.

The phenothiazine dyes K values were few affected by change in the cation
nature suggesting that dye- pseudopolycation repulsive electrostatic interaction has
small contribution on the molecular interactions driving these dyes partitioning. Despite
of this small cation effect it is interestingly to observe that the less is the number of
methylene group in the dye chemical structure, the smaller is the cation effect on the
dyes partitioning behavior. This cation effect dependence on the phenothiazine chemical
structure could be caused by the electronic induced effect attributed toCtHg (-
group’®. According to this model GHs) group should increase the electron flux trough
the phenol condensed ring decreasing the net positive charge around the sulfur atom.
The positive charge on the dyes molecules and the intensive of the dye-pseudo-
polycation electrostatic repulsion should follow the order: MB < AZA < AZB < TA,
which is exactly the same order observed in the cation effect on the K values
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dependence on the dye chemical structure. This cation effect on the dye K values can be

evaluated in terms of thermodynamic parameters, as presented in Table 2.

Table 2. Phenothiazine dye transfer thermodynamic parameters obtained for PEO 1500 +
MgSO, + HO (TLL: 40.12 % w/w), PEO 1500 + MO, + H,O (TLL: 40.10 % w/w), PEO
1500 + LpSO, + H,O (TLL: 41.71 % wiw), ATPS at 298.15 K.

MB
Li* Na' Mg**
AyG® (kJ mol®) -11.89 + 0.04 -11.26 + 0.04 -10.87 £ 0.09
AgH® (kJ mol®) -28.34 +1.33 -24.48 +1.06 -31.50 + 0.96
TA:S® (kJ mol*K™) -16.44 + 1.37 -13,22 +1.10 -20,94 +2.26
AZB
Li* Na' Mg**
AyG® (kJ mol®) -11.52 +0.13 -10.91 + 0.09 -10.37 £ 0.17
AgH® (kJ mol®) -28.11 +1.00 -35.09 + 1.42 -34.39 + 1.09
TA:S® (kJ mol* K™ -17.15+1.13 -24,53 +1.51 -24,53+1.26
AZA
Li* Na' Mg**
AtrG® (kJ mol?) -11.68 + 0.01 -10.56 + 0.08 -9.85 + 0.00
AgH® (kJ mol®) -35.70 + 2.25 -34.62 +1.34 -31.31+2.26
TAS (kJ mol* K™ -25.35+2.26 -23,57 +1.42 -20,94 +2.26
TA
Li* Na' Mg**
AxG® (kJ mol®) -9.91 +0.09 -8.69 +0.21 -7.81+0.30

AgH® (k3 mot?)

TA:S® (kJ mol* K™ -

- Experimental measure was not possible due precipitation.

AG°, A H° andTA,.S° values are negative, showing that for all ATPSs dyes
transfer process is enthalpically driven. In addition, cation effect is not observable in
A-G° parameter, but it is pronouncedAp.H® andTA.,.S°. It’s clear that cation effect
is a enthalpic-entropic compensated protess, a changé, H° is neutralized by a

modification inTA..S° that occur in order to keep almost constapG°.
3.4 Anion effect on the phenothiazine dyes partition behavior

In order to determine the relative cation/anion contributions to the phenothiazine
dyes transfer process in ATPSs, we also have evaluated the anion effect on the

thermodynamic parameters associated with the phenothiazine dyes partition process.
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The effect of anion on the partition of MB, AZA and AZB in ATPS formed by PEG
1500 and sodium salts are shown in Figurel3. TA partitioning experiment in PEO 1500
+ NapC4H406 + H,0O, PEO 1500 NasCeHs0; + H,O, and PEO 1500 + N&O, + H,O

ATPS was not possible due the dye decomposition process.
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Figure13. Anion effect on K values for the MB, AZB, and AZA partition in fAEO 1500 Na,C4H,O¢
+ H,O (ﬂ), PEO 1500 NagC¢Hs0; + H,O (.), and PEO 1500 + N&QO, + H,O
(4) ATPSs, at 298.15 K.

Contrary to cation effect, the anion nature strongly influences the K values of
phenothiazine dyes mainly when change inorganic aniog{J6r organic anion. This
anion effect increase with increase in TLL values. For all dyes the increase in the K
values follows the order: KSO;?) > K (CsH4062) > K (CsHsO7 ). This strong sulfate
effect in phenothiazine dyes partition behavior may be explained by considering that

SO anion has a higher charge density than the tartrate and citrate, causing a more
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repulsive dye-salt interaction in bottom phase that favors the transfer of dyes for top
phase. These results can be evaluated in terma\.g&°, A, H® and TAS°

thermodynamic parameters, according to Table 3.

Table 3. Phenothiazine dye transfer thermodynamical parameters obtained for PEO 1500 +
NaC4H,Os + H,O (TLL: 41.74 % wiw), PEO 1500 NagCsHsO; + H,O (TLL: 38.00 % w/w),
PEO 1500 + Ng&80O, + H,O (TLL: 40.10% w/w), ATPS at 298.15 K.

MB
C,H,0¢7 CeHs0;2 Slohs
AyG® (kJ mol®) -8.17 £0.11 -6.47 +0.01 -11.26 + 0.04
AgH® (kJ mol®) -22.99 + 0.59 -11.40 +£0.26 -24.48 +1.06
TA¢S° (kJ mol* K} -14.82 + 0.60 -4.93 +0.27 13,22 +1.10
AZB
C4H,0¢7 CeHs0;2 Slohs
AxG® (kJ mol*) -8.26 + 0.07 -6.29+0.13 -10.91 + 0.09
AgH® (kJ mol®) -30.71+1.25 -24.68 +1.22 -35.09 + 1.42
TA¢S° (kJ mol* KY) -22.45+1.32 -18.39+1.35 -24,53+1.26
AZA
C4H,067 CeHs0;2 Sl
AxG® (kJ mol®) -8.08 + 0.09 -6.17 +0.16 -10.56 + 0.08
AgH® (kJ mol®) -33.31+0.87 -24.01 +0.49 -34.62 +1.34
TA¢S° (kJ mol* K -25.23+0.96 -17.84 +0.65 -23,57 +1.42

All transfer thermodynamic parameter were negative following the oBf@f
< C4H406? < CsHsO;* indicating that dye-salt repulsion intensity should follow the

inverse order, e.i, &1s0;3 < C,H,062 < SO

65



4 CONCLUSION

Thermodynamic studies about the partitioning of MB, AZA, AZB and TA used
as probes, in different ATPS, gave for the first time, experimental insights about the
driving force of the cationic dye transfer process in these aqueous biphasic systems.
Based on transfer thermodynamic parameters.@Q°, A, H®, e TA.S°), was
concluded that the phenothiazine dyes transfer process from the bottom to the top ATPS
phase is exothermic and occurs with the reduction of the entropy of the system, be
therefore, enthalpically driven. Specific attractive dye - PEO interactions and repulsive
dye - electrolytes interaction determines the negativity of enthalpy, wihlgS°®
negative values were attributed to the dyes transfer from a higher (bottom phase) to the
lower (top phase) configurational entropy region. For the first time it was demonstrated
that specific interactions (dipole-dipole, charge transfer and hydrophobic) between a
dye cationic and PEO chain is able to overcome the repulsive interaction of this cation
with pseudopolycation formed in top phase of system. Interestingly, dye chemical
structure difference had insignificant effect on the dye-EO and dye-salt enthalpic
interaction energy values showing that this interaction is mainly promoted by the dye
condensed ring. The present investigation revedied polymeric molecules that
interact favorably with the partitioned species increases the partition of these solutes in
ATPS, and that this process is very dependent on the nature of the electrolyte.
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