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RESUMO 

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

Sistemas aquosos bifásicos (SABs) têm provado ser um método eficiente e 

ambientalmente seguro para a extração de muitas espécies químicas. No entanto, a 

termodinâmica de partição de solutos nesses sistemas ainda é pouco compreendida. Há 

poucos estudos que trazem um enfoque termodinâmico que contribua para compreensão 

das forças motrizes que regem o processo de transferência de solutos em SABs. Uma 

abordagem estratégica para estudar as forças que determinam a partição é a utilização 

de compostos químicos com estruturas químicas semelhantes, como sondas 

moleculares, para através da termodinâmica compreender a relação existente entre a 

estrutura e a partição destes compostos. O azul de metileno (AM), azure A (AZA), 

azure B (AZB) e acetato de tionina (AT) são corantes catiônicos que apresentam o 

mesmo grupo central fenotiazínico, se diferenciando apenas no número de substituintes 

metila. Essas características podem fornecer informações úteis sobre os fatores que 

governam a partição destes compostos em SABs. Neste trabalho, um estudo 

termodinâmico completo do comportamento de partição dos corantes (MB), (AZB), 

(AZA) e (TA) foi investigado utilizando os SABs: PEO 1500+MgSO4+H2O; PEO 

1500+Na2SO4+H2O; PEO1500+Li2SO4+H2O. Os parâmetros termodinâmicos de 

transferência, tais como a variação da energia livre de Gibbs padrão de transferência        ), a variação da entalpia padrão de transferência (     ) e a variação da entropia 

padrão de transferência       ), e sua dependência com a estrutura do corante, natureza 

do eletrólito e comprimento da linha de amarração (CLA) foram avaliados. Além disso, 

as energias entálpicas de interação corante-PEO e corante-SAL foram determinadas. 

Pela primeira vez, foi descoberto que cátions se concentram preferencialmente na fase 

enriquecida em polímero dos SABs, com valores de K entre 6,16 e 225, 60 e valores de        compreendidos entre -4,16 kJ mol-1 a -13,47 kJ mol-1. O processo de 

transferência dos corantes fenotiazínicos foi entalpicamente dirigido, -11,40 kJ mol-1 <       < -51,24 kJ mol-1, resultante das interações específicas atrativas corante-PEO e 

interações repulsivas corante-Sal, e ocorreram mesmo com um decréscimo entrópico do 

sistema (-4.93 kJ mol-1 K-1 <        < -38.78 kJ mol-1 K-1). A diferença na estrutura 

química dos corantes teve um efeito pouco pronunciado sobre os valores das energias 
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entálpicas de interação corante-PEO e corante-Sal, mostrando que essa interação é 

promovida principalmente pelo anel condensado do corante. Também foi observado que 

o processo de partição dos corantes fenotiazínicos é dependente da linha de amarração e 

natureza do ânion, entretanto pouco influenciado pela natureza do cátion. 
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ABSTRACT 

COELHO, Yara Luiza Coelho. M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, 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 number of methyl substituents. These 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 + 

MgSO4 + H2O; PEO 1500 + Na2SO4 + H2O; PEO1500 + Li2SO4 + H2O. Standard 

transfer parameters such as free energy change of transfer (     ), enthalpy change of 

transfer (     ), entropy change of transfer       ) 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, and       values ranging from 4.16 to -13.47 

kJ mol-1. The transfer process of phenothiazine dyes was enthalpy driven, with -11.40 

kJ mol-1 <       < -51.24 kJ mol-1, resulting from specific attractive dye-PEO 

interactions and repulsive dye-salt interactions, occurring even with a system entropy 

decrease (-4.93 kJ mol-1 K-1 <        < -38.78 kJ mol-1 K-1). 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 
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partition process is dependent of tie line and nature of the anion, however, little 

influenced by the cation nature. 
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CAPÍTULO 1 

1 INTRODUÇÃO 

Sistemas aquosos bifásicos (SABs) consistem em um método separação líquido-

líquido de grande eficácia e simplicidade, além disso são constituídos principalmente 

por água, tendo como demais componentes, polímero e sal, que por vez, são atóxicos, 

biodegradáveis e de baixo custo1. Desde 1958, com o trabalho pioneiro de Albertson2, 

estes sistemas vêm sendo utilizados na extração e purificação de um grande número de 

espécies químicas, tais como enzimas3, proteínas4,5, metais6, nanopartículas7, nanotubos 

de carbono8, corantes sintéticos9,10 e naturais11,12. Entretanto, as forças motrizes que 

dirigem a distribuição destes diferentes solutos nos SABs ainda são pouco 

estabelecidas, sobretudo, porque existem poucos trabalhos fundamentados na 

termodinâmica de partição. Dessa forma, compreender os parâmetros termodinâmicos 

que regem o processo de transferência nestes sistemas é fundamental para otimizar sua 

aplicação. 

Uma abordagem estratégica para estudar as forças motrizes que determinam a 

partição consiste em utilizar compostos químicos com estruturas parecidas como sondas 

moleculares para, através da termodinâmica, compreender qual a relação entre a 

estrutura e o comportamento de partição destas espécies. Os corantes fenotiazínicos, 

azul de metileno (AM) e seus derivados, azure A (AZA), azure B (AZB) e acetado de 

tionina (AT), são estruturalmente semelhantes, possuem estruturas compostas por um 

sistema de anel aromático tricíclico planar que se difere apenas no número de 

substituintes metilo, são solúveis em água, e  apresentam coeficientes de absorvidade 

molar elevados, o que possibilita serem estudados como sodas na investigação do 

processo de partição, fornecendo informações úteis sobre os fatores que regem a 

transferência de cátions em sistemas aquosos bifásicos. 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar o comportamento de partição 

dos corantes AM, AZA, AZB e AT em diferentes SABs formados por poli (óxido de 

etileno) + sal + água, avaliando o efeito do comprimento de linha de amarração (CLA) e 

a natureza do eletrólito sobre o processo de transferência destes corantes. Além disso, 

foram determinados os parâmetros termodinâmicos de transferência como a variação da 

energia livre de Gibbs padrão de transferência       ), a variação da entalpia padrão de 

transferência (     ) e a variação da entropia padrão de transferência       ), com o 
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objetivo de conhecer as forças motrizes que dirigem o processo de partição destes 

compostos.  

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1  Corantes fenotiazínicos 

Os corantes, azul de metileno (AM), azure A (AZA), azure B (AZB) e acetato de 

tionina (AT) pertencem ao grupo dos corantes fenotiazínicos, são catiônicos, não 

tóxicos, e solúveis em água (20 - 40 g L-1 em água a 20°C).  Historicamente estes 

corantes foram inicialmente utilizados em tinturarias e indústrias têxteis, para o 

tingimento de lãs, algodão, e coloração de papel. Com o decorrer dos anos novas 

aplicações em diversas áreas foram descobertas, sendo as principais na medicina, 

biologia e química13,14,15.    

O AM é utilizado como um indicador de oxidação-redução na química, e na 

biologia como um sensibilizador na foto-oxigenação e como um trocador de elétrons 

com efeito fotogalvânico. Possui várias aplicações medicinais tais como, tratamento de 

infecções do trato urinário, distinção entre tecido canceroso e normal,  sonda de sistema 

micro-heterogêneo e inativação de microorganismos16,17,18. Já os corantes AZA e AZB 

vem sendo utilizados principalmente para coloração de substratos em estudos biológicos 

e  na medicina como materiais fotossensibilizantes em  terapias fotodinâmicas, atividade 

antimalárica e efeito foto-quimioterápico contra carcinomas13,19,20.  

Apesar de suas diversificadas aplicações, estes corantes têm atraído a atenção de 

muitos cientistas não somente por seus usos práticos, mas pelas propriedades físico-

químicas únicas que exibem em solução13,21,22. 

 Bernthsen em 1885 estabeleceu pela primeira vez a estrutura química 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 oxidação23. Estes corantes 

são estruturalmente semelhantes, possuindo configurações compostas por um sistema de 

anel aromático tricíclico planar que constitui um sistema altamente conjugado, 

funcionando como cromóforo destas moléculas, e dois grupos aminos doadores de 

elétrons13. Suas estruturas são mostras na Figura 1.  

 



 

 

3 

 

 

Azul de metileno 

 

 Azure A 

 

Azure B 

 

Acetato de tionina 

Figura 1. Estruturas químicas dos corantes AM, AZA, AZB e AT. 

 

As propriedades espectrais dos corantes fenotiazínicos são conhecidas como 

sendo sensíveis ao seu ambiente e concentração24. Os corantes AM, AZB, AZA e AT 

possuem coeficientes de absorvidade molar elevados, e em soluções aquosas diluídas 

apresentam uma banda máxima de absorção em aproximadamente 664, 652, 637 e 604 

nm respectivamente, correspondente à forma monomérica dos corantes (Figura 2).  No 

caso do AM o espectro apresenta um ombro em torno de 610 nm, que neste caso é 

atribuído apenas à resolução vibracional de uma única banda eletrônica, correspondente 

a uma transição com acoplamento vibracional, característico do corante25.  
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Figura 2. Espectros dos corantes (a) AM, (b) AZB, (c) AZA, (d) AT. 

 

O aumento gradativo da concentração dos corantes no meio ocasiona uma 

diminuição na intensidade de absorção no comprimento de onda correspondente aos 

monômeros, e o aparecimento de uma nova banda, figura 3. 
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Figura 3. Espectros de absorção do monômero e do dímero de azul de metileno26. 

 

 É possível observar claramente que para o AM a curva de absorbância x [AM] 

não segue a relação linear que a lei de Beer-Lambert prevê quando a concentrações do 

corante no são altas. Esse comportamento é atribuído  principalmente à interação de 

elétrons π entre os anéis aromáticos de duas moléculas de AM, formando um sanduíche, 

também chamado de dímero27, como mostra a Figura 4.  

 

 

Figura 4. Dimerização do AM. 

 

No processo de dimerização do AM parece ocorrer uma compensação entálpica-

entrópica quando moléculas do corante em solução se estruturam passando de 

monômeros para dímeros22,28 ,29,30,. Contudo, a tendência que estes corantes apresentam 



 

 

6 

 

em se agregarem em solução não pode ser atribuída a uma única força. Em geral estão 

envolvidas forças de van der Waals, ligações de hidrogênio intermoleculares, ligações 

de hidrogênio com o solvente e interações hidrofóbicas de dispersão e de elétrons π, 

sendo muitas vezes difícil avaliar a contribuição individual das forças envolvidas neste 

fenômeno31,32,33. 

A dimerização envolve mudanças nos estados eletrônicos fundamental e 

excitado das moléculas de corante. O processo transição entre os novos níveis 

eletrônicos provocam modificações nos espectros de absorção, resultando em bandas 

em comprimentos de onda diferentes, como está ilustrado na Figura 5, que mostra os 

espectros do azul de metileno em diferentes concentrações em solução aquosa26,34,35. 

 

 

Figura 5. Espectros de absorção de soluções aquosas de AM em diferentes concentrações36. 

 

À medida que a concentração de AM vai se tornando maior, é possível observar 

outras bandas em torno de 580 nm, que são atribuídas a processos eletrônicos de 

formação de trímeros e agregados maiores. Este comportamento pode ser observado 

para praticamente todos os corantes com estruturas químicas similares ao azul de 

metileno, como os corantes azure A e azure B 30. 

As propriedades espectroscópicas do AM, AZA, AZB e AT vão além da 

capacidade de absorverem luz. Estes corantes são moléculas fluorescentes que exibem 

espectros de emissão no comprimento de onda de 600-750 nm, com intervalo máximos 
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em 684, 645 e 662 nm, respectivamente, quando excitado a 620, 632 e 648 nm 

respectivamente25,20,13,21,37. Contudo é importante ressaltar que a capacidade florescente 

destas espécies se restringe aos monômeros, uma vez que a autoagregação destes 

corantes provoca o quenching  de sua fluorescência30,38,39. A Figura 6 mostra a 

supressão de fluorescência e deslocamento do comprimento de onda máximo de 

emissão dos monômeros de AM em virtude da formação de dímeros e agregados 

maiores, provenientes do fenômeno de agregação do corante em virtude do aumento de 

sua concentração no meio. 
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Figura 6. Espectros de emissão de fluorescência de soluções aquosas de AM em diferentes concentrações 
a 25°C. 

 

O espectro de emissão mostra as intensidades de fluorescência em função do 

comprimento de onda de emissão, em nanômetros Figura 6. Ele representa a transição 

do nível vibracional mais baixo do primeiro estado excitado para o estado fundamental. 

O comportamento de tais espectros é altamente sensível à estrutura química dos 

fluorófuros e a polaridade do solvente no qual são dissolvidos40. 

Estudos teóricos que busquem caracterizar as propriedades espectroscópicas e 

eletrônicas dos diferentes corantes estudados são de fundamental importância para 

elucidar as forças motrizes que regem a partição destas espécies em sistemas aquosos 

bifásicos, bem como os aspectos que determinam seus diferentes comportamentos no 

meio. 
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Yates e Patel estudaram alguns corantes catiônicos, dentre eles o azul de 

metileno (AM) e o tionina (TN) em suas formas carregadas, utilizando métodos 

quânticos semiteóricos. Estes corantes apresentam uma cadeia aromática principal 

idêntica, e os radicais substituintes diferentes, os grupos CH3 da estrutura do AM são 

substituídos por átomos de H. Neste trabalho o autor analisou as variações da geometria, 

do calor de formação, do potencial de ionização, do momento de dipolo e das cargas 

atômicas em função das diferenças nas estruturas dos corantes. Entre suas descobertas 

tem-se que o átomo de enxofre é o responsável pelas diferenças geométricas do anel 

central, no entanto ambos os corantes apresentam estruturas planares; e que a carga dos 

corantes fenotiazínicos se concentra sobre o átomo de enxofre41. 

Posteriormente Mello também utilizou métodos de química quântica para 

estudar as propriedades eletrônicas e o espectro de absorção de seis corantes catiônicos, 

entre eles o (AM) e (TN). A princípio, foi realizado um estudo para verificar a 

influência do solvente na geometria e no espectro desses corantes. As otimizações 

realizadas utilizando métodos teóricos forneceram estruturas planares para todos os 

corantes estudados. Foram obtidas geometrias muito semelhantes, com apenas pequenas 

diferenças que apareceram em torno do heteroátomo enxofre do anel central (C-S-C), 

resultados estes semelhantes aos obtidos por Yates e Patel. As estruturas dos corantes 

em meio aquoso apresentaram o ângulo formado entre os dois carbonos e o heteroátomo 

(C-S-C) menor do que as respectivas estruturas obtidas no vácuo. Quando esse ângulo 

se torna menor, o heteroátomo fica mais exposto ao solvente, aumentando a interação 

enxofre-solvente e a estabilização do soluto 33.  

Na sequência, segundo o mesmo autor, foram calculadas as energias de 

excitação no vácuo e em meio aquoso para as estruturas dos corantes obtidas 

anteriormente. O corante TN apresentou máximos de absorção deslocados em cerca de 

50 nm em relação ao AM. Os dados teóricos demonstraram que a substituição dos 

grupos CH3 por átomos de H na estrutura dos corantes acima descritos, tem um efeito 

muito menor nos comprimentos de absorção calculados do que nos experimentais. Para 

procurar explicar essa diferença de comportamento, foram analisados os orbitais 

moleculares que mais contribuem para a transição eletrônica, que são os orbitais HOMO 

(último orbital molecular ocupado) e o LUMO (primeiro orbital molecular desocupado). 

A representação gráfica desses orbitais (Figura 7) mostra que os grupos metila do AM 

possuem pequena contribuição tanto ao orbital HOMO quanto LUMO. E a diferença 

nos comprimentos de absorção calculados, em relação aos observados 
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experimentalmente foi atribuída a diferente solvatação dos grupos metila nas moléculas 

maiores em relação àquela dos átomos de hidrogênio nas moléculas menores33. 

 

 

Figura 7. Representação gráfica dos orbitais moleculares HOMO e LUMO para os corantes catiônicos 
AM e TN33. 

 

Quintão e colaboradores utilizaram alguns métodos teóricos semi-empíricos para 

estudar três diferentes clusters de azul de metileno com uma molécula de água, com o 

objetivo de esclarecer a influência das ligações de hidrogênio nas propriedades 

espectroscópicas do corante. Os autores concluíram que o corante faz múltiplas ligações 

de hidrogênio com a água atuando como aceitadora de prótons. Porém, essa interação 

pouco influencia nos espectros de infravermelho e de absorção, o que indica a 

estabilidade da molécula do corante42. 

2.2 Sistemas Aquosos Bifásicos  

Sistemas aquosos bifásicos (SABs) são sistemas heterogênios formados por duas 

fases ricas em água, com diferentes composições e em equilíbrio termodinâmico, 

obtidas espontaneamente quando dois polímeros quimicamente distintos, solúveis em 

água, tais como poli(óxido de etileno) (PEO) e dextrana, dois eletrólitos ou ainda um 

polímero e um eletrólito são dissolvidos em água em determinadas condições 

termodinâmicas específicas de temperatura, concentração e pressão43. 

O marco inicial do desenvolvimento dos SABs ocorreu em 1896 com os 

trabalhos pioneiros de Beijerinck em 1896. Segundo este autor, soluções aquosas 

formadas por gelatina e Agar ou gelatina e amido solúvel, em uma determinada faixa de 
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temperatura e concentração tornavam turvas e após alcançarem o equilíbrio 

termodinâmico separavam em duas fases imiscíveis e límpidas, possuindo a fase 

superior rica em gelatina, e a fase inferior em agar (ou amido), sendo a água o 

componente majoritário em ambas as fases44. 

Em meados da década de 1950, Albertsson propôs a utilização dos SABs como 

uma alternativa às técnicas de extração líquido-líquido tradicionais, ficando evidente 

para a academia a potencialidade de aplicação destes sistemas na partição e purificação 

de materiais biológicos2,45. Diante destas descobertas, estudos que visam o 

desenvolvimento de novos SABs e a compreensão de suas propriedades termodinâmicas 

para posteriores aplicações vem sendo cada vez mais realizados11,46,10,9. 

Os SABs são considerados ambientalmente seguros por serem constituídos 

majoritariamente por água (60-90%), fornecendo várias vantagens sobre os métodos de 

extração convencionais, tais como biocompatibilidade, não inflamável, não volátil, 

simplicidade, não toxicidade, e potencial para aplicação em larga escala tanto nas 

separações industriais como em aplicações ambientais1,47,48. A extração líquido-líquido 

utilizando SABs vem sendo utilizada para separar e purificar produtos biológicos,  íons 

de metais6, corantes10,9, moléculas de drogas, e pequenas espécies orgânicas49, a partir 

das misturas complexas nas quais são produzidos.  

Entre SABs adequados para separação de solutos, aqueles formados por 

polímero, eletrólito e água têm sido utilizados predominantemente devido ao seu baixo 

custo e baixa viscosidade, bem como curto tempo de separação48. Estes SABs são 

compostos por uma fase rica em polímero, geralmente a fase superior (FS), e a outra 

fase rica em eletrólito, fase inferior (FI), como mostrado na Figura 8. 
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Figura 8. Composição do SAB formado por poli(óxido de etileno) 1500 g mol-1 (PEO 1500) + Li 2SO4+ 
H2O á 25°C50. 

 

As propriedades termodinâmicas de um SAB dependem das interações 

intermoleculares presentes entre os componentes em solução, e das variações entrópicas 

resultantes do processo de mistura1. Esse balanço pode ser representado em termos do 

parâmetro energia livre de Gibbs de mistura        , que expressa a diferença entre a 

energia livre de Gibbs da solução      e o somatório da energia livre de Gibbs de cada 

componente quando puro     (Equação 1). 

 

                 
                 

             
   

 
            

 

Onde,    e    , são os potenciais químicos do componente   na solução e puro 

respectivamente, e    é o número de mols do componente  . 
Quando valores de (         são obtidos, uma solução homogenia será 

formada, no entanto, se (         o sistema buscará uma nova condição de menor 

energia livre de Gibbs, separando em fases, que posteriormente procurarão alcançar o 

equilíbrio termodinâmico1.  

As condições termodinâmicas que levam a formação de SABs, podem serem 

determinada utilizando o diagramas de fases de coordenadas retangulares (Figura 9). 

 

FASE SUPERIOR 

[PEO 1500]=34,44 % (m/m) 

[Li 2SO4]=5,30 % (m/m) 

[H2O]=60,36% (m/m) 

 63,27 % (m/m) FASE INFERIOR 

[PEO 1500]=6,85 % (m/m) 

[Li 2SO4]=15,54 % (m/m) 

[H2O]=77,61 % (m/m) 

 63,27 % (m/m) 

COMPOSIÇÃO GLOBAL 

[PEO 1500]=19,99 % (m/m) 

[Li 2SO4]=10,66 % (m/m) 

[H2O]=69,35 % (m/m) 
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Figura 9. Representação esquemática do diagrama de fases retangular de um SAB. 

 

Os diagramas de fases são representações gráficas que possibilitam prever a 

formação de um sistema bifásico ou um sistema monofásico, bem como a faixa de 

concentração em que estes processos ocorrem. Os dados de equilíbrio que neles são 

apresentados estão relacionados à variação da energia livre de Gibbs do sistema, e 

auxiliam na compreensão dos fatores que governam a partição de solutos, como por 

exemplo um corante nos SABs47.  

Nestes diagramas a concentração do eletrólito é representada no eixo da 

abscissa, enquanto a concentração de polímero é representada no eixo da ordenada, 

cujos valores são expressos em % m/m. A fronteira entre a região monofásica e a região  

bifásica é delimitada pela Linha Binodal (LB), sua localização no diagrama é específica 

e depende dos componentes formadores do sistema como, massa molecular do polímero 

e do eletrólito formador, e das propriedades termodinâmicas como temperatura, pressão, 

pH, dentre outras. Na Binodal está localizado o ponto crítico (Pc), neste ponto, as 

concentrações e os volumes das fases são teoricamente iguais, sendo, portanto, 

impossível identificar a formação de fases distintas.  As linhas de amarração (LA), são 

retas do digrama que unem as composições das fases em equilíbrio termodinâmico. Em 

uma mesma LA, todos os pontos sobre esta reta apresentam fases superior e inferior 

com mesmas propriedades termodinâmicas intensivas (composição, densidade, etc), no 
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entanto contém diferentes propriedades termodinâmicas extensivas (volume, massa, 

etc).  

Por meio dos diagramas de fases é possível determinar o comprimento da linha 

de amarração (CLA), este parâmetro expressa a diferença das propriedades intensivas 

entre as fases em equilíbrio, e é calculado em função das diferenças nas concentrações 

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

                               . 
   ) 

 

Em que      e     são as concentrações de polímero e      e     são as 

concentrações do sal (% (m/m)) nas fases superior e inferior, respectivamente. À 

medida que o valor do CLA aumenta, torna-se maior a diferença de composição entre as 

fases superior e inferior, o que favorece a extração e/ou partição do soluto de interesse, 

possibilitando desta forma, comparar a capacidade de extração ou de partição de dois ou 

mais sistemas que apresentam o mesmo valor de CLA12. 

2.2.1 Termodinâmica de partição de solutos em SABs  

Quando um soluto qualquer, é adicionado a um sistema formado por dois 

líquidos imiscíveis em equilíbrio (SAB), o componente adicional se distribuirá entre as 

duas fases líquidas até que a razão de sua concentração em cada fase atingirá um 

determinado valor51, denominado coeficiente de partição (K), como definido pela 

Equação 3. 

                       
 

Na qual,   e   fazem referência à atividade e à concentração do soluto nas fases. 

Os subscritos FS e FI representam a fase superior e inferior respectivamente do SAB . A 

aproximação na equação anterior só pode ser utilizada em um regime de diluição 

infinita do soluto no sistema, pois é quando os valores de concentração e atividade são 

muito próximos1.  

O coeficiente de partição (K)  é definido como a razão entre as concentrações de 

equilíbrio de um composto não ionizável entre duas fases de uma mistura de dois 
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solventes imiscíveis. É um parâmetro termodinâmico associado a espécie química 

individuais, ou seja, o potencial químico de cada componente deverá ser investigado 

individualmente. É importante também adicionar ao SAB quantidades traços do soluto, 

de forma a assegurar o regime de diluição infinita, assumindo desta forma que as 

interações que ocorrem entre as próprias moléculas da espécie particionada sejam 

desprezíveis.  

A base para o particionamento de solutos em SAB é um resultado direto de sua 

distribuição seletiva entre as duas fases, regido pela afinidade da molécula alvo para 

com uma determinada fase1. Contudo, a partição é muito dependente das propriedades 

termodinâmicas do sistema e pode ser afetada por diferentes variáveis. Segundo Asenjo 

e Andrews as prováveis causas da partição de solutos em SABS podem ser listadas 

como52: 

 Diferença de hidrofobicidade: quando uma fase apresenta uma maior 

hidrofobicidade do que a outra e é usada para levar um soluto hidrofóbico para 

essa fase.  

 Eletroquímica: Ocorre devido ao isolamento do soluto com carga elétrica 

definida em uma fase, ocasionado por uma ampla diferença de potencial elétrico 

entre fases.  

 Tamanho do soluto: Ocorre um processo de exclusão molecular do soluto de 

uma fase por seu tamanho.  

 Interações específicas: quando existem interações específicas entre o soluto e um 

componente presente majoritariamente em uma das fases.  

 

Em um estudo de partição de um soluto em SABs é importante determinar qual 

das causas anteriores predomina em sua partição. Conhecer o mecanismo de partição do 

soluto nestes sistemas facilita desenvolver metodologias para aplicar SABs na extração 

e purificação em escala industrial53. 

De acordo com Brito, mesmo com inúmeros estudos e resultados de partição, 

ainda não se compreende totalmente as forças motrizes que governam o comportamento 

de partição de solutos em SABs54. Portanto, com o intuito de melhor compreender e 

determinar as forças motrizes que provocam um dado processo termodinâmico, a 

análise do processo de interação em termos energéticos se faz necessário. 

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

corante, o sistema sai da sua condição inicial de equilíbrio termodinâmico e busca um 
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novo estado de equilíbrio. Sendo assim, considerando que o sistema esteja em 

condições de temperatura e pressão constante o potencial termodinâmico dos 

componentes no sistema será a energia livre de Gibbs. 

A variação da energia livre de Gibbs do sistema para cada etapa de transferência 

do soluto, será a soma do produto dos potenciais químicos (   de cada componente 

multiplicado pela variação infinitesimal do número de mols para cada componente 

formador do SAB (sal+polímero+água), mais a soma do potencial químico do corante 

vezes a variação infinitesimal do seu número de mols, durante o processo de 

transferência (Equação 4). 

                                                                                                    .   ) 

 

Onde,              ,      e      refere-se aos potenciais químicos da água, sal, polímero e 

corante na fase superior,              ,      e      são os potenciais químicos da água, sal, 

polímero e corante na fase inferior, e   o número de mols dos componentes água, sal, 

polímero e corante em ambas as fases. 

Deste modo, considerando que o soluto não mude a composição das fases 

(regime de diluição infinita), a única maneira para que ocorra a transferência do soluto 

da fase superior para a fase inferior, em um SAB, será com a diminuição do da variação 

da energia livre de Gibbs do sistema (Equação 5).  

                 .   ) 

 

Assim após ser atingida à nova condição de equilíbrio termodinâmico do 

sistema, a variação da energia livre de Gibbs ficará igual a zero, sendo assim, o 

potencial químico do soluto   na fase superior        ficará igual ao potencial químico 

do componente   na fase inferior       , como mostra a Equação 6, 7 e 8 

respectivamente. 

                     
 

  ) 

               ) 
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               ) 

 

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

pelas Equações 9 e 10 abaixo relacionadas: 

                           ) 

                                                                                 ) 

                                      

Onde         e         referem-se ao potencial químico padrão do corante C na fase 

superior e inferior respectivamente, e      e      são a atividade do corante C em cada 

uma das fases, R é a constante dos gases ideais e T a temperatura absoluta do sistema.  

Deste modo, igualando as Equações 9 e 10 e rearranjando, obtém-se a Equação 

11: 

                                  ) 

 

Nesta equação a diferença do potencial químico padrão do soluto “C” entre as 

fases superior e inferior é definida como a variação da energia livre de Gibbs de 

transferência (    ), que corresponde à energia envolvida no processo de transferência 

de um mol da espécie química “C” da fase inferior para a fase superior do SAB, estando 

o soluto em regime de diluição infinita. Sabendo que a razão das atividades do soluto 

particionado em cada fase é igual á K (Equação 3), a equação acima pode ser reescrita 

conforme a Equação 12. 

                                    ) 

 

Conhecendo a constante de partição do soluto em uma temperatura especifica é 

possível determinar      , que por vez é dependente das interações intermoleculares e 

dos estados configuracionais dos componentes do sistema.  

De posse dos valores     , os demais parâmetros termodinâmicos               devem ser obtidos afim de realizar uma análise termodinâmica completa 
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da partição dos corantes AM, AZA e AZB nos SABs. No processo de transferência 

destes corantes em um SAB, a variação de entalpia de transferência      , é uma 

função de estado que possibilita verificar em que fase está presente os componentes 

com os quais estes corantes apresenta interações intermoleculares mais favoráveis.  

      , pode ser determinada medindo o coeficiente de partição dos corantes em 

diferentes temperaturas e aplicando a aproximação de Van’t Hoff (Equação 13). 

Entretanto, apesar de sua ampla utilização, esta metodologia não é muito precisa, sobre 

tudo em processos onde a temperatura tem uma influência no resultado55. 

                                   ) 

  

Uma outra forma de se determinar       de solutos é utilizando a calorimetria 

de titulação isotérmica (ITC). Esta técnica permite a determinação direta e sem 

aproximações do valor da variação de entalpia de interação, como será abordado no 

tópico técnicas experimentais. 

Consequentemente,       pode ser obtido pela diferença entre a variação da 

energia entálpica de transferência e a variação de energia livre de Gibbs de transferência 

na respectiva temperatura em que foi determinado o valor de K, como mostrado pela 

Equação 14: 

                         ) 

2.2.2 Modelo de Johansson et al. (1998) contribuição entálpica e entrópica sob o 

coeficiente de partição (K) 

As forças motrizes que dirigem a partição de solutos nos SABs podem ser 

interpretadas de um ponto de vista molecular por meio de modelos matemáticos, tal 

como o desenvolvido por Johansson e colaboradores56. Estes autores sugeriram que o 

processo de partição de um soluto em um SAB, tal como um corante, pode ser dividido 

em contribuições entrópicas e entálpicas sob os valores de coeficiente de partição (K).  

Onde a contribuição entrópica está relacionada com o aumento ou redução do número 

de possibilidades de distribuir a espécie entre as fases superior e inferior do sistema, e a 
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contribuição entálpica está associada com as interações intermoleculares rompidas e 

formadas ao longo do particionamento do soluto.  

Quando um corante se particiona entre as fases de um sistema aquoso bifásico, 

no equilíbrio termodinâmico          , onde      é o potencial químico do 

corante na fase superior e é dado pela Equação 15: 

                                                           ) 

 

Onde,     é o potencial químico do componente puro c,         é a variação da energia 

livre de Gibbs da fase com c,      é o número de mols de c na fase superior,      é a 

fração do soluto na fase (em que               , sendo    o grau de polimerização e 

N o numero total de moléculas), e          é o excesso de potencial químico de c na 

fase superior. Se, no entanto, o corante é infinitamente diluído, pode-se assumir que a 

sua adição não irá alterar as composições das fases em equilíbrio. Isto simplifica em 

grande parte a análise. Sob tais condições, K  pode ser determinado diretamente a partir 

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

                                      .    ) 

  

Em que          representa o excesso de potencial químico de c na fase inferior 

associado ao excesso de entropia de mistura dos componentes de formação das fases, e 

as interações não ideais entre os componentes na fase inferior (por exemplo, corante-

polímero, polímero-solvente, etc...). 

2.2.2.1 Contribuição entrópica ao coeficiente de partição (K) 

Segundo o modelo proposto por Johansson et al. a energia livre de Gibbs de 

mistura é dada pela Equação 17. 

 

                          
              

     
   
             ) 
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Aplicando a Equação 15 na Equação 17, e assumindo que        é zero, 

encontra-se a contribuição entrópica para o potencial químico do soluto C: 

                                                
         ) 

 

O termo logarítmico       , da equação 16, representa a variação ideal da entropia 

molar parcial quando ocorre o processo termodinâmico de mistura. Os três termos 

restantes representam o      na fase, conforme definido na Equação 15. O coeficiente 

de partição do soluto é, por conseguinte dado por: 

 

                             
            

    
            

            
      

   ) 

 

Onde a segunda igualdade decorre do fato de que na condição de diluição infinita,      e       devem de ter valores semelhantes e pequenos, portanto, (             e,           =            =            ,  em que     é o número de sítios da rede da 

fase superior,   é o número de sítios da rede por unidade de volume, o     volume da 

fase superior, e    é a massa molar do soluto C. Desta forma a contribuição entrópica 

sobre a constante de partição K pode ser descrita pela Equação 20. 

                             ) 

 

Onde,     e     são o número total de moléculas na fase superior e inferior, 

respectivamente.  Esta relação indica que na ausência de efeitos entálpicos, o corante se 

particionará entre ambas as fases devido à diferença do número de moléculas por 

unidade de volume (densidade numérica) entre a fase superior e a inferior do SAB. Sob 

tais condições, o soluto irá particionar preferencialmente para a fase com a maior 

densidade em número.  Esta situação resulta do fato de que a entropia da mistura 

aumenta em proporção com o número de formas distintas de distribuir as moléculas do 
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corante espacialmente, contribuindo para minimização da energia livre de Gibbs de 

mistura. Em essência, na fase com maior densidade numérica é possível acomodar o 

soluto em um maior número de formas diferentes, aumentando assim a seu 

particionamento para essa fase. Nos SABs formados por macromolécula + sal há uma 

maior densidade numérica na fase inferior em relação a fase superior, causada pela 

diferença de moléculas de água entre as fases. Desde modo, na ausência de forças 

entálpicas, um soluto particionado nestes sistemas se concentrará preferencialmente na 

fase inferior. 

2.2.2.2 Contribuição entálpica ao coeficiente de partição (K) 

Na ausência da contribuição entrópica, por exemplo, um SAB onde as 

densidades numéricas das fases são idênticas, o processo de partição do corante no SAB 

será depende apenas da diferença na entalpia molar parcial do soluto  nas fases superior 

e inferior. Nessas condições o coeficiente de partição ser representada pela Equação 21.  

 

                                    
   

 
   

 
                   ) 

 

Onde,     e     são a fração de volume do componente i (i = água, 

macromolécula, ou S sal) na fase superior e na fase inferior, MC é a massa molar do 

corante, e     e      são as energias do par potencial i-j  e i-c.  As energias       ou      
pode ser definido pela Equação 22: 

                           ) 

 

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

enquanto    ,     e     representam as energias envolvidas na formação de um par 

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

De acordo com a Equação 21 todas as interações presentes no SAB podem ser 

representadas por dois somatórios, o primeiro                   representa a energia 

absorvida ou liberada no processo de interação do corante com os componentes da fase 

superior e inferior.  Por outro lado, o segundo somatório                                
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denominada como auto-energia do sistema, representa a energia do processo de 

formação de uma cavidade (rompimento de interação intermolecular) na fase superior e 

o fechamento de uma cavidade (formação de interação intermolecular) na fase inferior 

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

2.3 Fundamentação teórica para determinação da entalpia de transferência e 

entalpia de excesso   

2.3.1 Termodinâmica de mistura 

Uma solução é definida como um sistema homogêneo, formado pela mistura de 

dois ou mais componentes, estando a mistura nos estados físicos sólidos ou líquidos ou 

gasosos57. Admitindo-se que uma solução seja formada pela mistura de um componente 

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

            
 

                           Solução 

   ) 

 

Onde, o     refere-se aos componentes puros. 

A dissolução de um soluto em um determinado solvente envolve trocas de 

energia na forma de calor entre o sistema e vizinhança, que em condições de pressão 

constante é conhecida como variação da entalpia de mistura57. O conteúdo de entalpia 

que existe nessa solução formada, não é igual a soma das entalpias dos componentes 

puros antes da mistura. Essa diferença, provém do fato de que as interações 

intermoleculares que os componentes fazem em solução são diferentes de quando puros. 

Assim, pode-se definir a variação de entalpia que ocorre no processo de mistura como: 

                           ) 

 

Em que,      é a entalpia da solução formada pela mistura dos componentes A + 

B, enquanto     e     são as entalpias dos componentes puros A e B. 

A      é uma função de estado da solução, podendo ser especificado pelas 

variáveis temperatura (T), pressão (P) e números de mols (n), deste modo, 
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                      ) 

 

A partir da diferencial total de      tem-se: 

                                                      ) 

 

O parâmetro entalpia molar parcial (   ) de um componente ‘j’ na solução pode 

ser definido como sendo: 

                             ) 

 

Onde,      é a entalpia da solução e a derivada parcial é obtida mantendo constantes T, 

P e todos os números de mols, exceto   .  A entalpia molar parcial representa a taxa de 

variação da entalpia na solução quando uma quantidade infinitesimal do componente “j” 

for adicionado a solução, mantendo a pressão, temperatura e a composição constante. 

De posse do parâmetro    , a equação 18 pode ser escrita como: 

                                               ) 

 

Para valores constantes de temperatura (T), pressão (P) e frações molares da 

solução (xi),      é proporcional ao número total de mols (n) da solução, sendo definido 

pela equação 21. 

                        ) 

 

Onde,         e   é uma função de T, P e das frações molares. A diferenciação da 

equação 21 fornece: 

                          ) 
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Nas condições T e P constantes a Equação 20 pode ser reescrita: 

                     ) 

 

Sabendo que        ou        . Portanto,               , para    constante      , deste modo          , substituindo na equação 23 tem-se:  

                      ) 

 

Igualando as equações 22 e 24, tem-se: 

                                ) 

Logo:                ) 

 

A equação 21 pode ser reescrita: 

                   ) 

 

Uma vez que       : 

                  ) 

 

Este resultado expressa a entalpia da solução em termos das entalpias molares 

parciais     dos componentes da solução. Considerando uma solução formada pelos 

componentes A e B. 

                        ).    ) 
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Onde    e    são os números de mols dos componentes A e B na solução,        e        
são  as entalpias molares parciais  de A e B na solução. 

Já as entalpias dos componentes A* e B* quando puros pode ser definido como: 

          .    ) 

 

Em que      é a entalpia molar do componente “i” puro. Considerando uma substância 

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

                                                   ) 

 

Logo:  
              

              
   ) 

 

Onde    e    são os números de mols dos componentes A e B puros,     e     são as 

entalpias molares parciais  de A* e B* puros. 

De posse das equações 29 e 32,       pode ser determinado pela equação 33: 

                                                             
 

   ) 

Rearranjando a equação 33: 

                                          
 

   ) 

Como não é possível medir a entalpia da solução, uma vez que somente é 

possível medir as diferenças de entalpia, considera-se a entalpia da solução relativa à 

entalpia de algum sistema de referência, que podendo considerar como sendo os 

componentes puros. Desta forma a Equação 34 permite calcular a variação de entalpia 
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que ocorre quando uma solução é formada a partir da mistura de dois componentes 

puros. 

2.3.2 Entalpia de excesso 

As propriedades termodinâmicas de uma solução de dois líquidos são em muitos casos 

expressas em termos de funções de excesso. A entalpia de excesso (  ) de uma mistura 

de líquidos é definida como a diferença entre a entalpia real ( ) da solução, e a entalpia 

de uma solução ideal hipotética (   ) com as mesmas T, P e composição que a solução 

real.  Uma solução ideal pode ser definida como uma solução onde as moléculas das 

várias espécies são tão semelhantes umas às outras que a substituição de moléculas de 

uma espécie por moléculas de outra espécie não altera a estrutura espacial ou a energia 

de interação intermolecular da solução57. Deste modo HE pode ser expressa como: 

           
 

   ) 

As funções de excesso são determinadas a partir de propriedades de mistura. 

Temos: 

                                        
                                             

                                                                                              

   ) 

 

Logo:                    
                                                                                                                             

   ) 

Onde    é a entalpia dos componentes puros que compõem a solução. Sabendo que          , a Equação 37 pode ser reescrita: 

           
                                                                                                                             

   ) 

A determinação do parâmetro entalpia de excesso pode ser feita por meio de um 

experimento de titulação, misturando soluções concentradas do corante com um 

solvente puro ou com uma solução diluída do corante, em misturas consecutivas. 



 

 

26 

 

Considerando o solvente como H2O, na primeira titulação tem-se que a variação de 

entalpia resultante da mistura da solução de corante concentrado com o solvente puro é 

igual a: 

                                
                                                                       

   ) 

Onde,       corresponde a entalpia da solução formada após a primeira titulação;       é 

a entalpia da água pura, e          é a entalpia da solução concentrada do corante. O        é oriundo das mudanças nas interações intermoleculares entre os componentes 

da mistura formada, resultado do rompimento e formação de novas interações. 

Considerando que               (Equação 28), e              (Equação 32), a 

Equação 39 pode ser reescrita: 

                                                                                  
                                                                                                                             

   ) 

Onde:      é o número de mols de água na solução após a primeira titulação;        é a entalpia molar parcial da água na solução após a primeira titulação;       é é 

o número de mols de corante na solução após a primeira titulação,        é a entalpia 

molar parcial do corante na solução após a primeira titulação,       é o número de mols 

de água pura presente antes da primeira titulação;        é a entalpia molar parcial da 

água pura;         é o número de mols do corante presentes na alíquota de solução 

concentrada de corante que foi titulado,           é a entalpia molar parcial do corante na 

solução concentrada,         é o número de mols de água presente na alíquota titulada 

de solução corante concentrado e          é a entalpia molar parcial da água presente na 

alíquota de solução concentrada do corante que foi titulado. Considerando que                   , e rearranjando a Equação 40, tem-se: 

                                                                                            
                                                                                                                             

   ) 
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Agrupando os termos, a equação  41 pode ser reescrita: 

                                                                               
                                                                                                                             

   ) 

Uma análise de         permite separá-lo em três termos. O primeiro termo                     , mostra que parte da energia contida em         deve estar 

vindo da diferença da entalpia molar parcial da água após a primeira titulação           
quando comparado com a entalpia molar parcial da água antes da titulação, quando 

havia apenas água pura (       . Essa diferença expressa o quanto as interações H2O-

H2O são mudadas na presença do corante, que neste caso, devido a baixa concentração 

do corante na solução, pode ser considerada pequena. O segundo termo                          representa a diferença da entalpia molar parcial da água 

após a primeira titulação           em relação a entalpia molar parcial da água contida 

na solução concentrada de corante           ,  essa variação de energia é grande, e esta 

associada a mudança nas interações H2O-H2O decorridas pela presença de um maior 

número de mols do corante. Já o  terceiro termo                        mostra a 

diferença da entalpia molar parcial do corante que está contido na solução resultante da 

primeira titulação         , em relação a entalpia molar parcial do corante presente na 

solução concentrada           , essa diferença é grande, e decorre da mudança nas 

interações intermoleculares entre os componentes, ou seja, interações H2O-corante, 

corante-corante, H2O-H2O, ocasionada pelas interações H2O-corante.  

Considerando agora uma segunda titulação, a variação de entalpia resultante da 

mistura de uma alíquota de solução concentrada do corante, com uma solução diluída do 

mesmo (solução obtida após a primeira titulação) pode ser definida como: 

                                
                                                                               

   ) 

Onde       corresponde a entalpia da solução formada após a segunda titulação;       é a 

entalpia da solução resultante da primeira titulação, e          é a entalpia da solução 

concentrada do corante. Considerando que               (Equação 28) tem-se: 
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                                                                                                                                                                                                                               ) 

 

Onde:       é o número de mols de água na solução após a segunda titulação;        é a entalpia molar parcial da água na solução após a segunda titulação;        é é 

o número de mols de corante na solução após a segunda titulação,        é a entalpia 

molar parcial do corante na solução após a segunda titulação. Admitindo que                    : 

                                                                                                                                                                                                                                                 
   ) 

 

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

                                                                   2    +           2         .                                                                                                                             
   ) 

 

Semelhante a primeira titulação,         é resultado da contribuição de vários 

termos, que correspondem a energia resultante das mudanças nas interações 

intermoleculares entre os componentes da mistura formada, quando o número de mols 

de corante é alterado.  

Para as demais titulações (                                uma Equação 

análoga a (46) deve ser obtida, podendo de maneira generalizada ser descrita pela 

Equação 47. 

                                                                                                     .                                                                                                                             
   ) 
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Onde “i” refere-se a solução formada  após a titulação, e “j” representa  a solução que 

existia antes da titulação.  

Quando se deseja analisar as energias de interações soluto-solvente sem ter em 

conta a influencia das interações soluto-soluto, a entalpia de excesso para condição de 

diluição infinita do soluto (    ) pode ser obtida. Para tanto um gráfico dos valores de         obtidos em cada titulação versus a concentração do soluto pode ser construído, 

e os valores de     calculados extrapolando a concentração do soluto a zero, por meio 

do ajuste da curva obtida a uma equação exponencial.  

Nessa condição hipotética de diluição infinita as interações soluto-soluto  são 

desprezíveis, e as interação específicas entre o soluto e o solvente podem então ser 

determinadas. Por meio do parâmetro     as interações específicas entre um soluto e 

os componentes das fases de um SAB podem ser determinados, possibilitando calcular       resultante do processo de transferência do soluto da fase inferior para fase 

superior do SAB.  

Como já descrito, a fase superior do SAB é composta majoritariamente por água 

e PEO, enquanto a fase interior é composta em maioria por sal e água. Sendo assim, 

determinando     do corante em água, nas fases superior e na fase inferior do sistema, 

as energias de interação corante-PEO (     ), e corante-sal          podem ser 

determinadas utilizado as relações: 

                              ) 

                               ) 

 

Onde os termos           e           referem as entalpias de excesso do corante na condição 

de diluição infinita obtidos em fase superior e inferior respectivamente, e o termo            representa a entalpias de excesso do corante na condição de diluição infinita 

obtido em água pura. 

Por meio dos parâmetros            e          , os valores        podem ser 

calculados: 

                           .    ) 
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Uma maneira bastante precisa de se determinar os valores de        é utilizando 

a técnica de Calorimetria de Titulação Isotérmica, como será descrito na seção abaixo. 

2.4 Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) 

 A Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) é considerada uma potente técnica 

encarregada de detectar a energia em forma de calor, absorvida ou liberada em 

diferentes processos termodinâmicos 58. Esta fornece uma descrição qualitativa e 

termodinâmica dos fenômenos, além de sua considerável sensibilidade, justificando seu 

uso em diferentes estudos tais como, interações entre macromoléculas e ligantes, 

equilíbrio de dissociação de aminoácidos em diferentes estados de protonação, estudos 

termodinâmicos de agregação de surfactantes, e estudos cinéticos enzimáticos 59,60,61,62. 

A técnica de ITC é utilizada para medir a variação de calor resultante da 

interação de duas espécies moleculares quaisquer, permitindo determinar diretamente e 

sem aproximações o valor da variação de entalpia de interação. Nesta técnica os 

processos termodinâmicos que ocorrem no sistema são avaliados sob as condições de 

temperatura e pressão constantes. Desta forma, em acordo com a Equação 51 

simplificada que expressa a primeira lei da termodinâmica, tem-se: 

              ) 

  

Onde,    é a variação infinitesimal de energia interna do sistema,    é variação 

infinitesimal de energia trocada entre sistema e vizinhança na forma de calor e    é a 

variação 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 à realização de trabalho de 

expansão ou compressão com pressão constante, integrando a Equação 51 tem-se: 

                  
 

 
 

 
  

   ) 

 

Em que      é a pressão externa no sistema e    é a variação infinitesimal do 

volume do sistema. Resolvendo as integrais definidas na Equação 52, obtém-se: 
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                        ) 

 

Reordenando os termos na Equação 53, obtém-se a Equação 54: 

                               ) 

                                                                                      

À soma         dá-se o nome de entalpia (H). Considerando que na equação 

18 tem-se uma entalpia final e uma inicial, como resultado obtém-se uma variação de 

entalpia (Equação 55). 

                                                                                                                     ) 

 

A Equação 63 expressa que a variação de entalpia do sistema num dado processo 

termodinâmico é numericamente igual à quantidade de energia trocada na forma de 

calor entre sistema e vizinhança, em condições onde o sistema só pode realizar trabalho 

de compreensão e expansão à pressão constante. Sendo essa energia oriunda da soma da 

energia interna do sistema (variação da energia translacional, vibracional, rotacional e 

eletrônica) mais o trabalho de compreensão ou expansão que realize o sistema.  

Em ITC utiliza-se um calorímetro, este é constituído por um par correspondente 

de celas de amostras e de referência que se encontram em equilíbrio térmico com suas 

vizinhanças num ambiente de temperatura altamente controlada. A técnica é baseada em 

uma titulação, onde injeções de uma solução concentrada do analito são realizadas na 

célula de amostra, sob agitação constante. As injeções são controladas por um motor de 

passo, sendo cada adição automática, e o intervalo no tempo entre uma adição e outra 

constante. Esse procedimento é realizado por meio de uma seringa que é acoplada a 

uma torre que leva a amostra até a cela de interesse63, como mostra a Figura 10.  
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Figura 10. Descrição do Calorímetro de Titulação Isotérmica (ITC)63. 

 

Em um experimento típico realizado no ITC, pequenas alíquotas, de volumes 

conhecidos, de solução do titulante são adicionadas ao titulado no interior do vaso 

calorimétrico. Trocas de energia na forma de calor resultantes dos processos de mistura 

que envolvem o rompimento e a formação de interações intermoleculares passam a 

ocorrer, levando a variação da temperatura do sistema.  Para que o equilíbrio térmico 

seja reestabelecido, a transferência de energia na forma de calor entre sistema e 

vizinhança começa a ocorrer. A energia resultante, absorvida ou liberada pelo sistema, 

na forma de calor é então detectada por meio de termopilhas que ficam localizadas 

próximas às celas calorimétricas.  Essa energia por vez gera uma diferença de potencial 

elétrico em seus terminais que é registrado  e automaticamente convertido em potência 

como mostra a Equação 56.  

             ) 

 

Permitindo obter um gráfico de potência em função do tempo denominado termograma 

(Figura 11). Onde cada pulso (sinal térmico) mostrado no termograma indica o 

momento da adição de um volume conhecido do titulante.  
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Figura 11. Termograma de um calorímetro de titulação isotérmica (ITC). 

 

Integrando a curva de potência em função do tempo, a quantidade de energia na 

forma de calor correspondente a cada injeção é encontrada, e consequentemente a 

variação de entalpia transferida no processo sob investigação pode ser obtida (Equação 

57).  

                   ) 

 

Por meio do procedimento relatado, os valores de       de cada corante 

estudado (AM, AZA, AZB) para diferentes SABs podem ser determinados. 
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CAPÍTULO 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 transfer (     ), standard enthalpy change of transfer (     ), 
standard entropy change of transfer       ) 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 (4.16 kJ mol-1 <       < -13.47 kJ mol-1).  ATPS dyes partitioning were 

enthalpic drive, with -11.40 kJ mol-1 <       < -51.24 kJ mol-1 and -4.93 kJ mol-1 K-1 <        < -38.78 kJ mol-1 K-1.       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 enzymes1, proteins2, 

metals3,4, nanoparticles5, carbon nanotubes6, and synthetic7,8,9,10 and  natural11,12 dyes. 

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 solutes8,13,14,15,16. 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(CN)5(NO)]2− and [Fe(CN)6]
3− ions in ATPSs formed by 

triblock copolymers and phosphate salts17. They showed that the transfer process for 

these anions is exothermic and enthalpically driven. Mageste et al. evaluated the 

partition of the natural dye norbixin in different ATPS systems formed with 

polymer/copolymer and salts11. 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 mol-1. However, exothermicity of solutes 

transfer processes is not a general trend.  Studies of α-lactalbumin partition in ATPS 

containing poly (ethylene glycol) and sodium polyacrylate reported by Alcântara et al. 

indicated that the partitioning of α-la was accompanied by endothermic heat and was 

entropically driven18.  

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.  

  

 

 

Methylene blue 

 

 Azure A 

 

Azure B 

 

Thionine acetate 

Figure 1.Chemical structures of phenothiazine dyes. 

 

2 EXPERIMENTAL SECTION 

2.1 Materials 

Poly(ethylene oxide) (PEO), with a molar mass of 1500 g mol-1 was purchased 

from Synth (Brazil). The inorganic salts sodium sulfate (Na2SO4; 99.0%), magnesium 

sulfate heptahydrate (MgSO4·7H2O), and lithium sulfate (Li2SO4; 99.0%), and the 

organic salts sodium tartrate (TartNa; Na2C4H4O6·2H2O; 99.5%), and sodium citrate 

(CitNa; Na3C6H5O7·2H2O; 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 mixtures compositions of ATPS used in the partitioning experiments 

were chosen based on the phase diagrams previously published19,20. To achieve the 

desired compositional ratio for each ATPS, appropriate amounts of solutions PEO, salt 
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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 60  L of the phenothiazine dye solution stock (3.5 X10-3 mol kg−1) in glass 

tubes. The resultant concentration in the tubes was 3.5 X10-5 mol kg−1 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 equilibrium. Aliquots 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 Beer–Lambert 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 coefficient (K) can be given as described in 

Equation1. 

                                 
 

Where        and        are the absorbances the dyes of the diluted top phase and the 

diluted bottom phase, respectively, discounting the absorbance of the corresponding 

blanks, and      and       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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                                     (2) 

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

respectively, and     and     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 change (     ) 
The standard Gibbs free energy change of transfer         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, the       was obtained 

following the thermodynamic relationship: 

                (3) 

 

Where R is the real gas constant and T is the absolute temperature, and K is the dyes 

partition coefficient. 

2.3.2 Dyes transfer enthalpy change (     ) 
Isothermal titration calorimetry (ITC) was used to determine the dyes       

from the bottom phase to the top phase the system. The experiments were conducted in 

a microcalorimeter CSC-4200 (Science Corp. Calorimeter). 

The       values for MB, AZB and AZA in each TLL was obtained by the 

following steps: the energy associated with dilution effects (      ), 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 µL of dyes 

5x10-4 mol kg-1 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 

system (      ). To discount the energy associated with friction effects (    ), the same 
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experiment were performed in the absence of the dyes. A gastight Hamilton syringe 

(250  L) 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 enthalpy (     ) obtained for each injection were calculated 

by the following Equation: 

                        (4) 

 
Where n is the number of moles of the dye after each injection. 

The       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 

(       ) were calculated extrapolating the [dye] to zero. Then, the       values were 

obtained by using the following relationship: 

                                 (5) 

 
Where            and            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 (     ) 
The dyes (MB, AZB and AZA) entropy change of transfer (     ) was 

determined from the following classic thermodynamics relationship: 

                      
 

(6) 

Where       and       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 

species21,22. 

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 solvent nature23,24.To 

verify if MB partition coefficient  depends on the concentration of solute, K values was 

determined for the MB concentration range of 2.5x10-5 to 8x10-4 mol kg-1,  in 5th TLL 

of the PEO 1500 + H2O + Li2SO4 ATPS in 298.15 K, as shown in Figure 2. 
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Figure 2. Methylene blue K values as function of its total concentration in PEO 1500 + H2O + Li2SO4 
ATPS in 5th TLL and 298.15 K. 

 

In the 2.5x10-5 ≤ [MB] ≤ 5.5x10-5 mol kg-1 range, the K values were constant 

however in (5.5x10-5 ≤ [MB] ≤ 5.0x10-4) interval, K values decreases monotonically, 

from 192 to 26, while at [MB] ≥ 5.0x10-4 mol kg-1 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 dimers 25. 

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 
26,27. The MB monomer in aqueous solution, exhibits a fluorescence maximum at 684 

nm with quantum yield of emission of 0.04 in water28,29. 

 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 + H2O + Li2SO4 at  298.15 K, as shown in Figure 3.   
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Figure 3. Emission spectra of different concentrations of MB (λ ex 620 nm) in top (a) and bottom (b) 
phases of 5th TLL (51.67 % w/w) PEO 1500 + H2O + Li2SO4, 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 concentration in (a) top phase and the (b) 
bottom phase of 5th TLL PEO 1500 + H2O + Li2SO4 ATPS, at 298.15 K. 

 

For both ATPS phases, the MB concentration increase from of 2.5x10-5 to 

3.5x10-5 mol kg-1 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 3.5x10-5 to 5.0x10-4 mol kg-1. 

This  progressive quenching of fluorescence in agreement with a mechanism of 

equilibrium between monomers (fluorescent) and nonfluorescent dye aggregates in 

solution30,27. Finally, MB florescence almost disappeared at a concentration range from 

5.0x10-4 to 8.0x10-4 mol kg-1 showing that in more concentrated solutions in that dimer 

predominate. 

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

this work the total concentration of dye in ATPS was set at 3.5x10-5 mol kg-1. 

3.2  Phenothiazine dyes partition thermodynamic  

To further understand the driving forces that determine the distribution behavior 

of phenothiazine dyes 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, MgSO4, and H2O at 298.15 K.  
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Figure 5. Partition coefficient of phenothiazine dyes versus TLL in PEO 1500 + MgSO4 + H2O,  
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 coworkers31 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 coefficient, Doct/water 

in acidic solution and positive values after pH 7.0. Showing higher dye transfer from 

aqueous solution to octanol phase at basic pH with Doct/water 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 ATPS. 

All positive charged solute concentrated in ATPS bottom phases32, and 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 + MgSO4 + H2O ATPS, standard Gibbs free energy change of 

transfer,      , was calculated by using the classical relationship (             ). 
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The       values express the free energy change of the system when one mole of 

phenothiazine dyes is transferred from the bottom phase to the top phase. The       for 

all dyes as a function of  TLL for the ATPS comprising PEO 1500, MgSO4, and H2O, at 

298.15 K, are presented in Figure 6. 
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Figure 6. Phenothiazine dyes       as function of the TLL for PEO 1500 + MgSO4 + H2O ATPS, at 
298.15 K. 

 

Except to TA molecules which        values were almost constant and around to 

8.0 kJ mol-1, for all others dyes the       decreased almost linearly with the increase in 

TLL ranging from (-8.7 to -12.9 kJ mol-1) for MB, (-9.1 to 12.7 kJ mol-1) for AZB, (-9.1 

to -12.4 kJ mol-1) for AZA. The negative values of       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 + Li2SO4 + H2O, as presented in Figure 7. 
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Figure 7. K (a) and       (b) values for phenothiazine dyes versus TLL in 

PEO 1500 + Li2SO4 + H2O ATPS, at 298.15 K. 

 
The four dyes concentrated in ATPS top phase as is showed by negative       

values that decreased almost linearly with the increase in TLL (Figure 6b). As observed 

in PEO 1500 + MgSO4 + H2O 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 2SO4 + H2O ATPS K values were not constant as showed for in PEO 1500 + MgSO4 

+ H2O 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 contribute to      , i.e.       and      .  
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 µW), associated with different thermodynamic processes which 

occur  with very small  system enthalpic changes  including energy dilution of solutes33. 

As water is generally the majority component in different ATPS7 is very important to 

understand specific interaction between dyes and water molecules.  

The excess partial molar enthalpy      , 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 (EA-A= EB-B = EA-B) 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, the       versus dye concentration ([dye]) plots are 

shown in Figure 8. 
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Figure 8. Phenothiazine       as a function of the [dye] measured in H2O at 298.15 K. 

 

Generally the slope                 of the        x [dye] curves express the 

contribution of dye-dye interaction in solution for the system enthalpy. In the [dye] 

range where                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 dyes–solvent interactions, the excess enthalpy of dyes 

for the infinite dilution condition (       ) were calculated by extrapolating the         x 

[dye] curves to the zero dye concentration through of exponential expression. The          

values of dyes in water were: 7.28 ± 0.37 kJ mol-1 or MB, 7.14 ± 0.19 kJ mol-1 for AZB, 

and 9.19 ± 0.65 kJ mol-1 for AZA.  The difference in methyl group number on the 

phenothiazine fused rings does not change significantly the values of          suggesting 

that water salvatation occur mainly around the dyes planar rings.  The process of  dye-

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

cavity formation and  dye-water interactions33. The          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, the       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 enthalpy       for each injection 

is plotted against the [dyes] in top (a, c, e) and bottom (b, d, f) phases for five TLL of 

PEO 1500 + Li2SO4 + H2O ATPS at 298.15 K. 
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Figure 9.       values of dyes MB (a, b), AZB (c, d) and AZA (e, f) as function of [dye], in top (a, c, e) 
and bottom (b, d, f) phases for PEO 1500 + Li2SO4 + H2O ATPS: ( ) 1th TLL, ( ) 2th TLL, ( ) 3th 
TLL, ( ) 4th TLL, ( ) 5th TLL. 

 

For all TLL values with increase of dyes concentration       become more 

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

of dye content make       values less positive, (Figure 8b, 8d and 8f). These result 
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shows that the dye-dye interaction is enthalpically unfavorable (              >0) in 

the ATPS enriched polymer and favorable (              <0) in the ATPS salt rich 

phases. 

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

the values of         were obtained by extrapolation of                  curves to zero dye 

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

for five TLL of the PEO 1500 + Li2SO4 + H2O ATPS are shown in Table 1 together 

with dye-PEO (     ) and dye-salt (       ) interaction energies calculated by these 

equation                                  and                                   . 
 

Table 1.          values of MB, AZA and AZB in top (TP) and bottom (BP) phases, and        

and        , for five TLL of the PEO 1500 + Li2SO4 + H2O ATPS at 298,15 K. 

PEO 1500 + Li2SO4 + H2O - MB 
TLL % (w/w) HMB

E,∞ / kJ mol-1 TP EMB-EO/ kJ mol-1  HMB
E,∞ / kJ mol-1 BP EMB-salt

 / kJ mol-1  

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 + Li2SO4 + H2O - AZB 

TLL % (w/w) HAZB
E,∞/ kJ mol-1 TP EAZB-EO / kJ mol-1  HAZB

E,∞ / kJ mol-1 BP EAZB-salt / kJ mol-1  

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 + Li2SO4 + H2O - AZA 

TLL % (w/w) HAZA
E,∞ / kJ mol-1 TP EAZA-EO / kJ mol-1  HAZA

E,∞ / kJ mol-1 BP EAZA-salt / kJ mol-1  

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        values 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 dyes         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 negative         values indicate that 

more energy is released in the dyes solvation processes than that absorbed in the cavity 

formation. However in bottom phase the dyes         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-PEO (        and dye-salt            interaction energy, the dye         in water was discounted of dye         in top 

and bottom phase of ATPS respectively, as determined by Equation 7 and 8: 

                               (7) 

                                  (8) 

  

Where            and            is the excess partial molar enthalpy of dyes at infinite 

dilution condition in  top and bottom phases, respectively measured in PEO 1500 + 

Li 2SO4 + H2O ATPS, and             is the same parameter for solutes dissolved in pure 

water. 

As showing in Table 1, the value of       are negative for all dyes indicating an 

enthalpically favorable specific dye-EO interaction. In general, with increase of TLL, 

the       values were almost constant. However         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       and         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. 

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

standard enthalpy change of transfer,        by applying the following 
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equation                               . The        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       as a function of TLL for PEO 1500 + Li2SO4 + H2O ATPS, at 298.15 K. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10.       of phenothiazine dyes versus TLL for PEO 1500 + Li2SO4 + H2O ATPS, at 298.15 K. 
 

For all TLL values  dye transference processes is exothermic and as the TLL 

increases, the        becoming more negative ranging from -23.14 ± 0.63 to -51.24 ± 

1.04  kJ mol-1, 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 

thermodynamic,11,34,35. Mageste and coworkers11, has used microcalorimetry to 

determine        of the natural dye norbixin  in different ATPS formed by mixture of 

aqueous solution of a PEO or copolymer L35 and 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-1. 

Norbixin       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 equation,                    , it is 

possible to calculated      . The term       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. The       values for MB, AZB, and AZA as a function of TLL for PEO 1500 + 

Li 2SO4 + H2O ATPS, at 298.15 K, are presented in Figure 11. 
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Figure 11. Phenothiazine dyes       versus TLL for PEO 1500 + Li2SO4 + H2O ATPS, at 298.15 K. 
 

The phenothiazine dyes transfer from the bottom phase to the top phase occurs 

with         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 phase36.       become more negative as TLL increase because 

water concentration difference between bottom and top phase increase as the TLL 

values enhance19.  Despite of decrease system entropy occur for a lot solute transfer 

processes in different ATPS11,34,17, this       decrease is not of the only trend. Alcântara 

and coworkers18 reported studies of α-lactalbumin and β-lactoglobulin partition in 

ATPS containing PEO and sodium polyacrylate. The thermodynamic analysis this work 

indicated that the partitioning of α-la was accompanied by endothermic heat and was 

entropically driven, while β-lg 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 ATPS7,12,11, 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 Li+ > Na+ > Mg+2 7,12. 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 species37.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 1500 + H2O and 

different sulfate salts (MgSO4, Na2SO4 and Li2SO4) at 298.15 K.  
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Figure 12. Cation effect on K values for the MB, AZB, AZA and TA partition in the PEO 1500 + MgSO4 
+ H2O ( ), H2O PEO 1500 + Na2SO4 + H2O ( ), and PEO 1500 + Li2SO4 + H2O ( ) 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 to the (-CH3) 

group38. According to this model (-CH3) 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 



 

 

63 

 

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 + 

MgSO4 + H2O (TLL: 40.12 % w/w),   PEO 1500 + Na2SO4 + H2O (TLL: 40.10 % w/w), PEO 

1500 + Li2SO4 + H2O (TLL: 41.71 % w/w), ATPS at 298.15 K. 

MB 

    Li + Na+ Mg2+ 

ΔtrG° (kJ mol-1) -11.89 ± 0.04 -11.26 ± 0.04 -10.87 ± 0.09 

ΔtrH° (kJ mol-1) -28.34 ± 1.33 -24.48 ± 1.06 -31.50 ± 0.96 

TΔtrS° (kJ mol-1 K-1) -16.44 ± 1.37 -13,22 ± 1.10 -20,94 ± 2.26 

AZB 

    Li + Na+ Mg2+ 

ΔtrG° (kJ mol-1) -11.52 ± 0.13 -10.91 ± 0.09 -10.37 ± 0.17 

ΔtrH° (kJ mol-1) -28.11 ± 1.00 -35.09 ± 1.42 -34.39 ± 1.09 

TΔtrS° (kJ mol-1 K-1) -17.15 ± 1.13 -24,53 ± 1.51 -24,53 ± 1.26 

AZA 

    Li + Na+ Mg2+ 

ΔtrG° (kJ mol-1) -11.68 ± 0.01 -10.56 ± 0.08 -9.85 ± 0.00 

ΔtrH° (kJ mol-1) -35.70 ± 2.25 -34.62 ± 1.34 -31.31 ± 2.26 

TΔtrS° (kJ mol-1 K-1) -25.35 ± 2.26 -23,57 ± 1.42 -20,94 ± 2.26 

TA 

    Li + Na+ Mg2+ 

ΔtrG° (kJ mol-1)  -9.91 ± 0.09 -8.69 ± 0.21 -7.81 ± 0.30 

ΔtrH° (kJ mol-1) - - - 

TΔtrS° (kJ mol-1 K-1) - - - 

- Experimental measure was not possible due precipitation. 

              and        values are negative, showing that for all ATPSs dyes 

transfer process is enthalpically driven. In addition, cation effect is not observable in       parameter, but it is pronounced in       and       . It’s clear that cation effect 
is a enthalpic-entropic compensated process36, i.e, a change       is neutralized by a 

modification in         that occur in order to keep almost constant        
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 Figure13. TA partitioning experiment in PEO 1500 

+ Na2C4H4O6 + H2O, PEO 1500 + Na3C6H5O7 + H2O, and PEO 1500 + Na2SO4 + H2O 

ATPS was not possible due the dye decomposition process. 
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Figure 13. Anion effect on K values for the MB, AZB, and AZA partition in the PEO 1500 + Na2C4H4O6 

+ H2O ( ), PEO 1500 + Na3C6H5O7 + H2O ( ), and PEO 1500 + Na2SO4 + H2O  
( ) ATPSs, at 298.15 K. 

 
 

Contrary to cation effect, the anion nature strongly influences the K values of 

phenothiazine dyes mainly when change inorganic anion (SO4
-2) for organic anion. This 

anion effect increase with increase in TLL values. For all dyes the increase in the K 

values follows the order: K (SO4
-2) > K (C4H4O6

-2) > K (C6H5O7
-3). This strong sulfate 

effect in phenothiazine dyes partition behavior may be explained by considering that 

SO4
2- 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 terms of       ,         and         
thermodynamic parameters, according to Table 3. 

 

Table 3. Phenothiazine dye transfer thermodynamical parameters obtained for PEO 1500 + 

Na2C4H4O6 + H2O (TLL: 41.74 % w/w), PEO 1500 + Na3C6H5O7 + H2O (TLL: 38.00 % w/w), 

PEO 1500 + Na2SO4 + H2O (TLL: 40.10% w/w), ATPS at 298.15 K. 

MB 

    C4H4O6
-2 C6H5O7

-3 SO4
-2 

ΔtrG° (kJ mol-1) -8.17 ± 0.11 -6.47 ± 0.01 -11.26 ± 0.04 

ΔtrH° (kJ mol-1) -22.99 ± 0.59 -11.40 ± 0.26 -24.48 ± 1.06 

TΔtrS° (kJ mol-1 K-1) -14.82 ± 0.60 -4.93 ± 0.27 -13,22 ± 1.10 

AZB 

    C4H4O6
-2 C6H5O7

-3 SO4
-2 

ΔtrG° (kJ mol-1) -8.26 ± 0.07 -6.29 ± 0.13 -10.91 ± 0.09 

ΔtrH° (kJ mol-1) -30.71 ± 1.25 -24.68 ± 1.22 -35.09 ± 1.42 

TΔtrS° (kJ mol-1 K-1) -22.45 ± 1.32 -18.39 ± 1.35 -24,53 ± 1.26 

AZA 

    C4H4O6
-2 C6H5O7

-3 SO4
-2 

ΔtrG° (kJ mol-1) -8.08 ± 0.09 -6.17 ± 0.16 -10.56 ± 0.08 

ΔtrH° (kJ mol-1) -33.31 ± 0.87 -24.01 ± 0.49 -34.62 ± 1.34 

TΔtrS° (kJ mol-1 K-1) -25.23 ± 0.96 -17.84 ± 0.65 -23,57 ± 1.42 

 

All transfer thermodynamic parameter were negative following the order: SO4
-2 

< C4H4O6
-2 < C6H5O7

-3 indicating that dye-salt repulsion intensity should follow the 

inverse order, e.i, C6H5O7
-3 < C4H4O6

-2 < SO4
-2.  
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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 (      ,       , e        ), 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, while         
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 revealed that 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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