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RESUMO

Liquidos i6nicos (LIs) s&o sais orgénicos formados a partir da combinagdo de um
cation e um anion que exibem caracteristicas especificas unicas. Eles apresentam
ponto de fusdo menor que 100°C, boa condutividade idnica, pressao de vapor
desprezivel e alta estabilidade térmica. Como os Lls indicam um grande potencial
para diversas aplicagdes industriais, eles vém sendo cada vez mais estudados e
inseridos em diversos tipos de processos, podendo atuar como solventes e
catalisadores. Entretanto, como se tem uma variagédo de seus efeitos toxicos, para
que seu descarte e utilizagdo em processos industriais ndo venha a causar danos,
€ necessario ter-se o conhecimento sobre sua toxicidade. Nesse trabalho foi
realizada a producado dos liquidos ibnicos brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-
iletoxi-4-oxobutandico) e brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-
il)etoxi)carboil)benzoico, e, foi realizada a avaliacdo da toxicidade de diferentes
concentragdes (3,1% a 100%) dos mesmos para o bioindicador microcrustaceo
Artemia salina, pelo teste de imobilidade/mortalidade. A partir da sintese dos
liquidos idnicos verificou-se o rendimento de produgéo de 87,0% para o brometo de
acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutandico) e 86,7% para o brometo de
acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-il)etoxi)carboil)benzoico. Apds a realizagcdo dos
bioensaios toxicologicos, concluiu-se que ambos os liquidos idnicos foram tdxicos
para A. salina, resultando em uma taxa de mortalidade de 100% dos organismos
teste em todas as concentragdes testadas. Esta toxicidade pode ser devido ao
baixo pH dos Lls na solugao tratamento (variando de 3,0 a 6,0) e, por estes serem
muito viscosos a temperatura ambiente, dificultando a locomogédo dos nauplios.
Assim, sugere-se que sejam realizados mais testes de toxicidade com estes Lls,

com outros bioindicadores e biomarcadores.

Palavras-chave: liquidos i6nicos; aplicacdes; toxicidade; bioindicador.



ABSTRACT

lonic liquids (ILs) are organic salts formed from the combination of a cation and an
anion that exhibit unique specific characteristics. They have a melting point of less
than 100°C, good ionic conductivity, negligible vapor pressure and high thermal
stability. As ILs indicate a great potential for several industrial applications, they
have been increasingly studied and inserted in different types of processes, acting
as solvents and catalysts. However, since there is a variation in their toxic effects,
so that their disposal and use in industrial processes will not cause damage, it is
necessary to know about their toxicity. In this work, acid bromide 2-(3-
metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutansico) e do acid bromide 2-((2-(3-metilimidazolio-
1-il)etoxi)carboil)benzoico ionic liquids were produced, and the toxicity of different
concentrations (3.1% to 100%) was evaluated for the microcrustacean bioindicator
Artemia salina, using the immobility/mortality test. From the synthesis of the ionic
liquids, the production yield of 87.0% for acid bromide 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-
4-oxobutandico) and 86.7% for acid bromide 2-((2-(3-metilimidazolio-1-
il)etoxi)carboil)benzoico was verified. After performing the toxicological bioassays, it
was concluded that both ionic liquids were toxic to A. salina, resulting in a mortality
rate of 100% of the test organisms at all tested concentrations. This toxicity may be
due to the low pH of the ILs in the treatment solution (ranging from 3.0 to 6.0) and
because they are very viscous at room temperature, making locomotion difficult for
the nauplii. Thus, it is suggested further toxicity tests with these ILs, with other

bioindicators and biomarkers.

Keywords: ionic liquids; applications; toxicity; bioindicator.
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1 INTRODUGAO

Liquidos i6nicos (LIs) sao definidos como sais organicos com
caracteristicas fisico-quimicas especificas que resultam em uma grande facilidade
de serem ajustaveis a diversos processos industriais e em areas distintas como as
areas quimica e biotecnoldgica. Estes se diferenciam de outros sais conhecidos por
terem seu ponto de ebulicdo menor que 100°C e por apresentarem uma baixa
pressao de vapor, tornando possivel sua utilizacgdo em um amplo intervalo de
temperatura (GILMORE, 2011).

Segundo Silva (2004), os anions utilizados nos Lls devem ser simétricos e
sua carga negativa deve ser distribuida nos outros atomos ligados ao atomo central,
para que nao ocorra um acumulo de cargas na superficie e suceda o
desenvolvimento do cristal. Seu ponto de fusdao é diretamente influenciado pelo
tamanho e simetria das moléculas. Com o aumento do seu tamanho, ocorrera uma
diminuicdo no ponto de fuséo, e, combinado a assimetria do cation, isso ira resultar
em uma boa distribuicdo das cargas com baixa atracdo dos ions, limitando a

interacao intermolecular do cristal.

Geralmente, os LIs apresentam densidade superior a um, porém, podem
ocorrer variagdes de acordo com a combinagao do cation e dnion. O mesmo ocorre
com a viscosidade, que pode ser elevada quando os liquidos ibnicos estdo em
temperatura ambiente. Estes podem ser acidos ou basicos, dependendo da
natureza do anion (SILVA, 2004).

Atualmente, os LlIs estdo sendo muito estudados por apresentarem diversas
aplicacbes em novas possibilidades de mercado, por serem facilmente ajustaveis
apresentando as caracteristicas desejadas a partir de sua sintese e também por
realizarem diversos tipos de interagdes intermoleculares ocasionando uma 6tima
dissolucdo (HEJAZIFAR et al., 2020).

Uma das novas aplicacdes dos Lls estda no desenvolvimento de potenciais
farmacos em diferentes ambitos patolégicos (FERRAZ, 2011). Este campo vem
sendo inserido na chamada “quimica verde”, onde visa-se diminuir ou eliminar a
presenca de substancias téxicas e perigosas, tanto para o meio ambiente como

para o0 manuseio. Entdo, para conter o uso de substancias convencionais, opta-se



hoje por alternativas com a substituigdo da utilizagao de solventes por Lls onde
consegue-se um rendimento equivalente e, também, possui como alternativa a
reciclagem do mesmo (SILVEIRA, 2015).

Com esse aperfeicoamento e utilizagées dos LIs em processos industriais,
sabe-se que, ambientalmente falando, esses processos podem ser falhos, pois o
foco é normalmente voltado para maior eficiéncia e alta produtividade. Por mais que

[

os LIs sejam considerados “verdes”, podem apresentar uma alta porcentagem
toxica, gerando diversas preocupacdes relacionadas ao seu descarte. Entdo, €
necessario que se tenha conhecimento da toxicidade dos Lls, a fim de se
implementar métodos adequados nos tratamentos desses residuos, para que 0s
componentes téxicos presentes ndo contaminem o meio ambiente (AMBROSIO et
al., 2021), sendo necessario entdo a realizacdo de estudos relacionados a
biodegradabilidade, ecotoxicidade e citotoxicidade dos LIs, normalmente realizados
a partir de bactérias, crustaceos e plantas, frizando suas interagdes com as diversas
aplicacdes possiveis (SILVA, 2020).

Diante do aumento da necessidade de busca por solugdes que visam
causar o menor impacto ambiental possivel, esse trabalho tem como objetivo central
sintetizar liquidos ibnicos e avaliar sua toxicidade frente ao bioindicador Artemia

salina a fim de analisar seu potencial de uso.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar liquidos ibnicos carboxilados e estudar as suas propriedades
toxicologicas frente ao microcrustaceo Artemia salina, visando avaliar suas

aplicagdes.

2.2 Objetivos especificos

Como obijetivos especificos sdo citados:
e Sintetizar liquidos i6nicos carboxilados a partir dos anidridos succinico e
ftalico;
e Realizar bioensaios toxicologicos dos liquidos idnicos utilizando o teste de
toxicidade aguda com Artemia salina;
e Avaliar o potencial téxico e possiveis impactos ambientais gerados pela

aplicagao dos liquidos idnicos estudados.



3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

O presente tdpico ira abordar em suas secdes os liquidos ibnicos, quimica
verde, toxicidade dos liquidos ibnicos e teste de imobilidade/mortalidade com

Artemia salina.

3.1 Liquidos i6nicos

Liquidos i6nicos (LIs) sdo um agrupamento de ions positivos e negativos
que podem ou nao ser absorvidos facilmente na agua. Eles apresentam diversas
caracteristicas que os permitem serem usados como solventes de limpeza
apropriados em diversos processos como: cataliticos, de separagao e fotoquimica.
Suas principais caracteristicas sao: baixa volatilidade, carater nao-inflamavel, alta
estabilidade térmica e alta capacidade de hidratagdo. Esses liquidos podem chegar
a uma temperatura de 300°C sem decomposicao, possibilitando entdo o controle da
reacgao cinética e uma grande facilidade de separacdo de moléculas organicas por

destilacdo, sem que ocorra uma perda do LI (OLIVEIRA et al., 2010).

Quando se faz a alteragao do anion ou do comprimento da cadeia, ocorre a
alteracdo de diversas propriedades fisico-quimicas como a viscosidade, a
hidrofobicidade, a densidade e o poder de dissolugcdo em outra substancia polar
sem que ocorra uma reagao, oportunizando diversas possibilidades para adaptacao,
tornando-o muito adaptavel (ALVAREZ, 2018). Na Tabela 1 sdo apresentadas

algumas propriedades dos Lls.

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas dos liquidos i6nicos

Propriedade fisico-quimica Liquido iénico
Condutividade Boa condutividade ibnica comparado a outros solventes
organicos ou eletroliticos.
Viscosidade Determinada por forgas de Van der Waals, normalmente
mais viscoso que solventes comuns.
Densidade Mais denso que a agua
Ponto de fusao <100°C
Solubilidade Pode ser soluvel ou insoluvel, dependendo do anion
presente e da estrutura do cation
Estabilidade térmica Altamente estavel
Estabilidade quimica Estaveis

Fonte: Adaptado de Gilmore (2011)
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Devido as caracteristicas especificas dos Lls, eles podem ser empregados
em varias areas cientificas, como a quimica analitica, engenharia quimica,
biotecnologia e produc¢do de farmacos. Podem ser utilizados como solventes, como
lubrificantes, eletrélitos, em baterias e células solares. Na area biotecnolégica e
bioquimica, estes vém sendo utilizados em processos de purificagdo de proteinas e
isolamento de acidos nucleicos para dissolu¢ao de biomateriais (GALAMBA, 2020).

Pode-se observar outras aplicagdes dos liquidos ibnicos na Figura 1.

Apesar da alta aplicabilidade de liquidos i6nicos em farmacos, normalmente
relacionados a sintese de ingredientes farmacéuticos ativos, poucos estudos foram
publicados sobre sua utilizagdo em cosmeéticos, mesmo que muitos liquidos idnicos

tenham apresentado atividade antimicrobiana (DOBLER et al., 2015).

Figura 1 — Principais aplicag¢des dos liquidos ionicos

Técnica
industrial:
separacdo de
gases, extracdo
de solutos,
nowos solventes

Fisica aplicada:
transferéncia de
calor,
NanosCcomposto
s lubrificantes

Principais

aplicagoes

Biologia

- Epergiql: I aplicada:
a erlalus, celulas farmacos,

SEI’E.'.FE.Si . biomassa,
propulsaoionica pesticidas;

Fonte: Adaptado de Alvarez (2018)

Outro ponto importante a ser destacado sobre os liquidos iGnicos € que,
assim como enzimas microbianas, eles podem também ser utilizados como
catalisadores. Estudos mostram resultados promissores em sua utilizagdo em
reacOes cataliticas apresentando altos rendimentos e boa conversao
(ORLANDELLI, 2012; GILMORE, 2011).

Segundo Bubalo et al. (2017), cerca de dois tergos de todas as emissdes

industriais sdo causadas por solventes organicos volateis, causando diversos



efeitos no meio ambiente como mudancgas climaticas e poluicdo atmosférica.

Portanto, busca-se novos solventes que sejam inofensivos e ecoldgicos.

Os Lls estdo cada vez mais presentes e evidenciados nas areas cientificas
devido as suas diversas aplicagbes e capacidade de aperfeicoar processos no
ponto de vista econbmico e ecolégico. Como tem-se cada vez mais uma maior
preocupagao com problemas ambientais que solventes orgénicos possam vir a
causar, além de problemas relacionados a saude, uma alternativa para esse
problema é trocar o uso desses solventes organicos comuns pelo uso de Lls
(MATOS, 2007).

Muitas particularidades dos liquidos ibnicos vem sendo investigadas, visto
que seu uso vem ganhando cada vez mais forga devido suas propriedades
notaveis. A toxicidade, € uma dessas caracteristicas, por estudos revelarem que,
por mais que a maioria dos LIs apresentem baixa toxicidade, alguns, ainda mostram
uma alta porcentagem toxica, gerando diversas preocupacgdes relacionadas ao seu
descarte e impactos ambientais que podem vir a causar (BUBALO et al., 2017;
AMBROSIO et al., 2021).

3.2 Quimica verde

Os liquidos idnicos aplicados como solventes em reacdes quimicas podem
ser recuperaveis por alguns métodos, pois o produto da reacdo é soluvel e o LI ndo,
entdo ocorre a separagao do produto obtido com o meio reacional (MATOS, 2007).
A biodegradacao do liquido ibnico ndo é desejada pois, caso ela ocorra, ndo ha
como realizar sua recuperagao para posterior reutilizacao (QUIJANO et al., 2010).

Por serem recuperaveis e ecologicamente viaveis, esses liquidos sao
classificados como “verdes”. A quimica verde tem como objetivo de reduzir ou
eliminar o uso substancias perigosas e nocivas, tanto para a saude humana quanto
para o meio ambiente, sendo uma atitude eficiente contra o aumento da poluicao
que apresenta solugbes cientificas para alguns dos problemas enfrentados pela
humanidade (ALVAREZ, 2018). Outros fatores que os “tornam verdes” sdo suas
propriedades de nao inflamabilidade e volatividade inexistente. A pressao de vapor

nula também colabora para que nao ocorra toxicidade por inalagcdo, embora que
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ainda exista a possibilidade enquanto ocorre a destilagdo de alguns liquidos ibnicos
(BYSTRZANOWSKA et al., 2019).

Chamada também de quimica sustentavel, a quimica verde foi desenvolvida
nos anos 90 com o intuito de proteger o meio ambiente e a saude da populagao
(FORTE, 2013). Ela segue principios onde além de prevencdo de residuos
poluentes, utilizagdo de produtos ndo téxicos e seguros, e de substancias
renovaveis, trabalha para a melhoria do processo buscando uma eficiéncia
energética, utilizando menos energia possivel, preferivelmente realizando as

sinteses em temperatura e pressdo ambiente (ANASTAS, 2010).

Além dos impactos ambientais, a utilizacdo de seus principios influencia a
economia de forma direta. Com a diminuicdo de poluentes descartados no meio
ambiente, ocorre também uma diminuigdo significativa de gastos relativos a

tratamentos de residuos e descontaminagdes (SILVEIRA, 2015).

Contudo, ndo se pode afirmar que todos os liquidos idnicos sao totalmente
limpos de agentes toxicos, e, para isso, € necessario empregar alguns metodos que
estimem a toxicidade desses liquidos e garantam que nao havera efeitos toxicos em
bactérias, plantas, invertebrados, peixes e humanos, como ja relatados em estudos

anteriormente, a partir de seu descarte (ZHAO et al., 2007).

3.3 Toxicidade dos liquidos i6nicos

A partir da quimica verde tem-se o conhecimento da baixa toxicidade dos
LIs com os organismos vivos (GANSKE et al.,, 2006). Sabe-se também que,
dependendo do organismo escolhido, apds aplicados a liquidos ibnicos, estes irao
apresentar diferentes comportamentos pois, cada organismo possui propriedades
especificas (SANTOS, 2013). Assim, por exemplo, adequando Lls a micro-
organismos especificos, pode-se evitar a toxicidade microbiana, sendo entdo, uma
alternativa para de aplicagéo na biotecnologia (QUIJANO et al., 2010).

Pode-se determinar a toxicidade através da inibicdo do crescimento celular,
pela viabilidade celular ou pela inibigdo do metabolismo, sendo ele avaliado pela
absorcao do substrato ou por meio da formagdo do produto (QUIJANO et al.,
2010).



As diferentes possibilidades de combinagdes de cations e anions causam
uma grande variacdo no comprimento das estruturas dos liquidos ibnicos gerando
qualidades especificas como viscosidade, densidade, solubilidade e até mesmo
caracteristicas toxicolégicas (FERREIRA, 2015).

Outro fator diretamente relacionado a toxicidade dos liquidos ibnicos € o
rompimento da membrana celular. A parte catibnica da cadeia aumenta o carater
lipofilico da molécula, ou seja, a capacidade de interagir com a camada
fosfolipidica presente na membrana celular e a hidrofobicidade para com as
proteinas aumenta, consequentemente, as interacbes causam vazamento do
conteudo celular levando a morte. Com o aumento do transporte de uma
substancia através da membrana, ocorre 0 aumento da sua concentragcdo na

célula, desencadeando efeitos téxicos excessivos (BUBALO et al., 2017).

Os Lls com carater téoxico sao divididos em grupos aromaticos e nao
aromaticos e neles apresentam diferentes dependéncias de toxicidade com a
solubilidade em a&agua. Normalmente, tém-se o aumento da hidrofobicidade

diretamente ligado ao aumento da toxicidade (LIMA, 2014).

Mesmo que o uso de liquidos ibnicos ndo cause diretamente poluicdo
atmosférica, estes podem apresentar uma pequena parte téxica, ja que sé&o
soliveis em agua (MONTALBANUMA et al., 2018). Inevitavelmente, por serem
soluveis, acabam sendo langados ao meio ambiente apds seu uso, sendo assim, a
agua ou o solo que houve descarte do liquido iGnico apresentara poluentes

persistentes, oferecendo riscos ambientais (ZHAO et al., 2007).

Uma vez que esses componentes toxicos presentes nos liquidos ibnicos
adentram no corpo humano ou animal, podem interagir com enzimas afetando

suas atividades e causando alteragdes patoldgicas (BUBALO et al., 2017).

Alguns estudos ja tentaram prever a toxicidade de Lls na agua através de
modelos matematicos que levam em conta o tamanho da cadeia alquilica, o &nion
e 0 nucleo do cation. No entanto, o modelo utilizado ndo era adequado para ser
aplicado em estruturas complexas, pois, ainda era necessario informacdes
especificas  experimentais para incorporagdo na base de dados
(MONTALBANUMA et al., 2018).

Assim, é de extrema importancia que se faga a distingdo de liquidos ibnicos

toxicos dos nao toxicos ao meio ambiente, visto que essas propriedades
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auxiliariam na producéo de liquidos ibnicos sem propriedades toxicoldgicas sendo
benéficos ao planeta (SAKAMOTO et al., 2018).

3.4 Teste de imobilidade/mortalidade com Artemia salina

Os testes de toxicidade tém como objetivo estudar e quantificar os efeitos
que uma substancia pode causar em organismos vivos, desta forma, o teste
possibilita agdes preventivas de danos ou normas que restrinjam o langamento de

poluentes/substancias no meio ambiente (MAIA et al., 2018).

Estudos relacionados a analises toxicolégicas normalmente sao realizados
utilizando crustaceos na tentativa de compreender os possiveis efeitos destrutivos
de alguma substéncia. Esses crustaceos sao considerados biomarcadores
sensiveis para avaliagdo de possiveis efeitos toxicos (AN et al., 2019). Varios
trabalhos ja publicados tentam correlacionar a toxicidade sobre a Artemia salina
com atividades antifungicas, parasiticidas e antimicrobianas (GARCEZ et al.,
2018).

Os biomarcadores apresentam caracteristicas passiveis de avaliagao que
indicam uma resposta ao sistema que € exposta, elas devem apresentar alta
sensibilidade e exibir os efeitos desde o inicio. Deve-se também estabelecer uma
relacdo bem definida entre as concentragdes do produto estudado em relagdo ao
biomarcador (VALENTE et al., 2017).

A A. salina € um artropode aquatico invertebrado, encontrado em aguas
salgadas, normalmente em lagos. Suas larvas sdo utilizadas como organismo
modelo em testes preliminares onde se visa determinar a toxicidade de algum
produto por meio de bioensaios. Os efeitos de toxicidade podem variar de acordo
com as condi¢des do teste e da morfologia do organismo escolhido. Essa diferencga

ocorre devido a sensibilidade especifica do organismo (SAKAMOTO et al., 2018).

Como a A. salina € um organismo muito sensivel a muitos produtos
quimicos e apresenta uma baixa tolerancia a alteragées ambientais, torna-se viavel
sua utilizacdo para testes de toxicidade de solventes organicos usualmente
empregados (GOUVEIA et al., 2012).



4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Sintese dos liquidos idnicos

Os liquidos iénicos escolhidos sao inéditos e bem funcionalizados com

grupos carboxilas, necesitando avaliagdes de toxicidade.

Para a sintese dos liquidos ibnicos carboxilados foi utilizado o método
experimental desenvolvido por Ramos et al. (2018). Foram sintetizados dois tipos
de Lls, sendo eles o brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutandico
e 0 brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-il)etoxi)carboil)benzoico. Os dados

foram obtidos a temperatura e pressao ambiente, 25°C e 1,0 atm.

A sintese foi realizada em duas etapas conforme apresentado na Figura 2.

Figura 2 - Fluxograma para a sintese dos liquidos i6nicos

Sintese doliguido
idnico succinico

Sintese do material de partida

Sintese doliquido
idnico ftalico

Fonte: Autoria prépria (2021)

4.1.1 Sintese do material de partida

Para a sintese do material de partida (MP) fez-se a combinagao de 4,105 g
de Metilimidazol (50 mmol) junto a 3,54 mL de 2-Bromoetanol (50 mmol) em um

baldo volumétrico de 50 mL. A reacéo é apresentada na equacéao da Figura 3.
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Figura 3 - Reagao da sintese do material de partida

iR I O
N N + HO N N
7N B T T \—/®Br-

Fonte: Autoria propria (2021)

A reacao foi realizada em torno de 60-70°C, e, para isso, utilizou-se um
aquecedor, banho de 6leo mineral e agitagdo magnética durante todo processo.
Montou-se entdo o esquema apresentado na Figura 4, onde a reagao ocorreu

durante 12 h aproximadamente (overnight).

Figura 4 - Aparato experimental utilizado para a sintese do material de partida e dos liquidos

iGnicos

Fonte: Autoria prépria (2021)

Apds esse tempo, o balao foi retirado e colocado em banho de gelo para
que resfriasse e cristalizasse. Depois de cristalizado, o material foi lavado com
acetato de etila, para que fosse retirada quaisquer impurezas presentes, agitado

por 2 min, deixado decantar e retirado o solvente. Essa etapa de lavagem foi



repetida 3 vezes. Para a remocgado do solvente restante, o MP foi levado ao

rotaevaporador (Figura 5) durante 15 min com aquecimento de 60°C.

Figura 5 - Rotaevaporador em funcinamento

Fonte: Autoria prépria (2021)

4.1.2 Sintese do brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutandico)

Para a sintese do brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-
oxobutandico), foram colocados 4,70 g de anidrido succinico, 9,7370 g do MP, 20
mL de acetonitrila e 0,2870 g de DMAP (catalisador 4-dimetilaminopiridina) em um
baldo de fundo redondo de 100 mL, para a producdo de 25 mmol. Um aparato
idéntico a Figura 4 foi montado para sua sintese, onde permaneceu reagindo em
torno de 12 h, a uma temperatura de 70°C. A equacdo de sua sintese é

apresentada na Figura 6.

Ao final desse periodo, o balao foi retirado e colocado no rotaevaporador
durante 30 min com uma temperatura de 50°C, para retirar a acetonitrila. Fez-se
entdo a lavagem do produto com o solvente acetato de etila para a retirada de

possiveis impurezas.
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Figura 6 — Equacao da sintese do brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-

oxobutanéico)

/"‘H-\./DH S
|\T OH
'1,_.-" Br- Bl f wDJ\m

B-I- H O
p— O H
OH
Br- 1 o

Fonte: Autoria prépria (2021)

O brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutandico) presente
no baldo de fundo redondo foi tampado com uma rolha de borracha para que nao
houvesse danos ao material e armazenado para posterior utilizagcdo nos testes de
toxicidade. O processo de sua sintese foi realizado duas vezes e seu pH foi

medido.

4.1.3 Sintese do brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-

il)etoxi)carboil)benzoico

Para a sintese do Brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-
il)etoxi)carboil)benzoico, foram utilizados 9,5390 g do MP e 6,83 g do anidrido
ftalico, com 10 mL de acetonitrila, a fim de se produzir 25 mmol. Foi utilizado o
mesmo esquema apresentado na Figura 4 para que ocorresse a reagdo. Apos 12 h
de reacdo, também realizada a temperatura de 70°C, introduziu-se o baldo no
rotaevaporador para retirada da acetonitrila e, apds esse processo foi realizada a
lavagem com acetato de etila para se obter um liquido i6nico livre de impurezas.
Seu pH foi medido e o baldo também foi selado e armazenado. Sua equacao de

reacao € apresentada na Figura 7.



Figura 7 - Equacao da sintese do Brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-

il)etoxi)carboil)benzoico

0
\N/Qﬁ/\/OH N/:\N@ o) o)
\—/ p2@ + O —=_ "N oM\
Br B O OH
o)

Fonte: Autoria prépria (2021)

4.1.4 Bioensaio toxicolégico frente a Artemia salina

O teste de imobilidade/mortalidade com a A. salina foi realizado para
determinar se os liquidos ibnicos apresentavam toxicidade. Para esse processo, foi
utilizada a metodologia proposta por Guerra (2001), com modificagdes baseadas
na ABNT NBR 13373 (2010).

Inicialmente, foi induzida a eclos&o dos cistos do microcrustaceo em uma
solugéo de sal marinho sintético (30 g L"), com aeragao constante, luminosidade e
temperatura controladas (25°C). Para manter essas condicbes especificas no
processo, foi utilizada uma estufa incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand)
da marca Solab e modelo SL 225/364 (Figura 8), onde os cistos permaneceram

aproximadamente 48 h, até sua eclosao.
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Figura 8 - Indugdo da eclosao dos cistos na estufa BOD

Fonte: Autoria prépria (2021)

Apos a eclosao dos cistos, 10 nauplios foram introduzidos em cada poco
de placas de cultivo de 24 pogos (Figura 9), juntamente a 2,0 mL de cada liquido
idnico, diluido em solugado salina (30 g de sal marinho para cada litro de agua
destilada), nas concentragdes de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,2% e 3,1%.

Foram realizados dois controles negativos. O controle doce foi realizado
com as mesmas seis concentragdes distintas apresentadas anteriormente, sendo
realizada a diluigdo da agua destilada em solugéo salina junto a 10 nauplios e, 0
controle salino foi realizado com a solucao salina diluida também nas mesmas seis

concentragdes e com 10 nauplios (Figura 10).



Figura 9 - Placa de 24 pogos preparadas para o teste de imobilidade/mortalidade com A.

salina

Fonte: Autoria prépria (2021)

Figura 10 - Nauplios de Artemia salina

Nota: Aumento de 20 vezes em lupa estereomicroscépia binocular.

Fonte: Autoria prépria (2021)
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Apds 24 h de incubacéo, foi feita a contagem do numero de individuos
mortos, realizada a olho nu, considerando aqueles que permaneceram imodveis
durante 20 s de observagdo. A estatistica dos dados foi feita por analise de
normalidade (Anderson-Darling, Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk e Ryan-Joiner)
e variancia (Levene), pelo programa Action Stat. Como os resultados nao
apresentaram normalidade e nem homoscedasticidade foi aplicado o teste de
Seguido de teste de comparagdo de médias adequado de Kruskal-Wallis, (a=0,05;
n=4).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese do material de partida

A partir das reagdes realizadas para a formagao do material de partida
(MP), percebeu-se que, quando sua temperatura de reacao atingiu 70°C, ocorreu
uma mudanga da coloragdo para uma cor terrosa, quando o esperado era branco.
Como previsto, ocorreu sua cristalizagdo, porém, apos a lavagem com acetato de
etila para a retirada de impurezas seguida da passagem pelo rotaevaporador, n&o
houve a formagao de um sal, mas sim de um liquido escuro composto por duas
fases. De acordo com Ramos et al. (2018), para a sintese dos liquidos idnicos
carboxilados estes ndo devem apresentar coloracdo, devendo ser translucidos e
viscosos. Fez-se algumas tentativas para sua recuperagcdo a partir de outros

solventes a fim de se dissolver esse composto, todas sem sucesso.

Assim, optou-se pelo ajuste da temperatura para 55°C, onde a reacao
transcorreu da forma esperada. Apds ser colocado no rotaevaporador, obteve-se
9,737 g de um solido branco, como mostra a Figura 11. Esse processo foi realizado
quatro vezes afim de ser utilizado na proxima etapa da sintese para se obter 20 mL
de cada liquido i6nico. O MP apresentou um redimento médio de 96,4%. Esse
rendimento foi calculado a partir da massa molar do composto formado (206,9 g) e

da massa obtida e pesada apds a obtencao do MP (9,973 g).
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Figura 11 - Material de partida

Fonte: Autoria prépria (2021)

5.2 Sintese do brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutanéico)

e do brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-il)etoxi)carboil)benzoico

A partir do processo de sintese do material de partida, obteve-se o liquido
ibnico brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutandico) com aspecto
altamente viscoso e de dificil manuseio como pode-se observar na Figura 12. Esta
reacao apresentou um rendimento de 87,0%. Este resultado corrobora com o
indicado por Ramos et al. (2018), que observa que é possivel obter um rendimento
entre 75 e 98% para este liquido idbnico com a metodologia utilizada no presente

estudo.



Figura 12 - Brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutanoéico)

Fonte: Autoria prépria (2021)

Apés a sintese do brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-
il)etoxi)carboil)benzoico também obteve-se um LI viscoso e incolor (Figura 13),
aparentemente mais puro quando comparado a coloracdo do LI brometo de acido

2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutanaico).
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Figura 13 - Brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-il)etoxi)carboil)benzoico

Fonte: Autoria prépria (2021)

Na tentativa da utilizagdo de menos compostos para a sintese, optou-se
por nao utilizar catalisador durante seu processo. A sua fungao do catalisador é
aumentar a velocidade da reagdo quimica (até atingir seu equilibrio), e,
provavelmente, auxiliar na clivagem do anel do anidrido. Mesmo na auséncia do
catalisador, apds aproximadamente 12 h, a reacdo ja havia ocorrido de forma
satisfatoria e néo utilizad-lo ndo acarretou nenhum dano ao processo. Logo, a
qualidade deste liquido idnico nao foi alterada ao compara-lo com o brometo de
acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutandico) sintetizado anteriormente, que
apresentou um rendimento similar. O Brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-
il)etoxi)carboil)benzoico sintetizado apresentou um rendimento de 86,7%, também

dentro do estabelecido por Ramos et al. (2018).

5.3 Bioensaio toxicolégico frente a Artemia salina

Os resultados do teste de imobilidade/mortalidade utilizando o

microcrustaceo A. salina (Tabela 2) mostram que as amostras dos dois Lls



(brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutandico) e brometo de acido
2-((2-(3-metilimidazolio-1-il)etoxi)carboil)benzoico) apresentaram efeito téxico ao
organismo teste, em todas as concentragdes avaliadas (3,1% a 100%), sendo
estatisticamente diferente do controle doce e salino. Inclusive, todas as
concentragdes dos dois LIs avaliados resultaram em taxa de mortalidade de 100%

dos organismos teste (Figura 14).

Tabela 2 - Numero médio e desvio padrao dos organismos Artemia salina mortos/iméveis do
controle salino, controle doce e dos liquidos idnicos brometo de acido 2-(3-metilimidazolil-1-
iletoxi-4-oxobutandéico) e brometo de acido 2-((2-(3-metilimidazolio-1-il)etoxi)carboil)benzoico

em cada concentragao avaliada

Grupos Concentragoes Média £ DP
100% 25+5,0b
50% 25+5,0b
Controle Salino 25% 0,0£0,0b
12,5% 0,0+ 0,0b
6,2% 0,0+ 0,0b
3,1% 5,0 £ 10,0b
100% 25+5,0b
Controle Doce 50% 0,0 £0,0b
25% 2,5+5,0b
12,5% 25+5,0b
6,2% 7,5+9,57b
3,1% 0,0 £0,0b
100% 100,0 £ 0,0a
Brometo de acido 2-(3- 50% 100,0 £ 0,0a
metilimidazolil-1-iletoxi-4- 25% 100,0 + 0,0a
oxobutanéico) 12.5% 100,0 + 0,0a
6,2% 100,0 £ 0,0a
3,1% 100,0 £ 0,0a
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100% 100,0 £ 0,0a

Brometo de acido 2-((2-(3- 50% 100,0 £ 0,0a
metilimidazolio-1- 25% 100,0 + 0,0a
il)etoxi)carboil)benzoico 12.5% 100,0 + 0,0a
6,2% 100,0 + 0,0a

3,1% 100,0 £ 0,0a

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem entre si na comparagao entre as
respectivas concentragdées dos diferentes grupos controles e tratados, pelo teste de Kruskal-
Wallis (p<0,05)

Fonte: Autoria prépria (2021)

Figura 14 - Taxa de mortalidade pelo ensaio de toxicidade com Artemia salina das diferentes
concentragoes dos controles salino (CS) e doce (CD), e dos liquidos i6nicos brometo de
acido 2-(3-metilimidazolil-1-iletoxi-4-oxobutanéico) (LIS) e brometo de acido 2-((2-(3-

metilimidazolio-1-il)etoxi)carboil)benzoico (LIF)

AlOO B aaaaaa aaaaaa
S
%; 75 =100
g m50
[
m125
3 2 6.25
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Nota: Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si na comparagao entre as
respectivas concentragoes dos diferentes grupos controles e tratados, pelo teste de Kruskal-
Wallis (p<0,05)

Fonte: Autoria propria (2021)

O pH ideal para eclosdo e desenvolvimento dos nauplios de A. salina de
acordo com suas condicoes fisioldgicas € em torno de 7,8 a 8,2, onde consegue-se
uma eclosdo de 70% a 85% dos cistos (CORREA et al., 2010). Ja para Lourenco



(2016), para se atingir uma excelente eclosao dos cistos, € necessario submeté-los

aum pH entre 8 e 9.

Segundo o estudo de biocida realizado por Rangel (2012), também com o
microcrustaceo A. salina como bioindicador, houve um grande aumento de
toxicidade em valores de pH iguais a 3,0 e 5,0, sendo o biocida mais eficaz aquele
com pH 3,0. Entao, a toxicidade identificada no presente estudo pode ser devido ao
baixo pH (acido) dos Lls avaliados na solugao tratamento aquosa, conforme Tabela
3, pois quando expostas as alteragdes ambientais bruscas os organismos podem

morrer.

Outros fatores que pode ter corroborado para a toxicidade dos Lls é a
viscosidade dos liquidos ibnicos em temperatura ambiente, principalmente em
concentracdes elevadas, que pode ter dificultado a locomocgdo das A. salina, e, 0
rompimento da membrana celular, pois, a parte catidbnica dos Lls interage com a
camada fosfolipidica presente na membrana celular dos seres vivos, causando um
vazamento do conteudo celular, ocasionando assim sua morte (BUBALO et al.,
2017; SAKAMOTO et al., 2018).

Tabela 3 - pHs dos liquidos i6nicos avaliados nas concentragoes dos testes de

imobilidade/mortalidade com A. salina

Concentragao
Liquido idnico 100% 50% 25% 12,5% 6,2% 3,1%
Brometo de acido 2-(3- Entre Entre 3,0 | Entre 3,0 Entre Entre Entre
metilimidazolil-1- 50e6,0 e4,0 e 4,0 30e 30e 3,0
iletoxi-4-oxobutanoico) 4,0 4,0 e 4,0
Brometo de acido 2- Entre Entre 3,0 | Entre 3,0 Entre Entre Entre
((2-(3-metilimidazolio- 4,0e5,0 e4,0 e4,0 30e 30e 3,0
1- 4,0 4,0 e4,0
il)etoxi)carboil)benzoic
o

Fonte: Autoria prépria (2021)
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6 CONCLUSAO

As diferentes caracteristicas encontradas em cada liquido ibnico como alta
estabilidade térmica e quimica e sua volatilidade inexistente, tornou-se uma
alternativa muito valida para sua utilizagao em processos industriais distintos, visto
que podem ser escolhidos a partir de suas propriedades especificas de interesse.
Além disso, também sdo muito desejaveis pois pode-se realizar sua recuperagao

para posterior reutilizacao, reduzindo custos e residuos.

Por mais que sejam conhecidos como “verdes”, os liquidos ibnicos nao
podem ser definidos como livres de agentes toxicos sem a realizagdo de testes que
comprovem tal afirmacéo pois seus efeitos variam consideravelmente a partir de

sua formacao, podendo colocar em risco 0 meio ambiente e saude humana.

O presente trabalho abordou o teste de toxicidade dos liquidos ibnicos a
partir dos anidridos succinico e ftalico frente ao microcrustaceo Artemia salina a fim
de avaliar seu potencial de aplicacdo, por serem liquidos ibnicos inéditos

desenvolvidos a pouco tempo.

A partir desse estudo, conclui-se que os liquidos idGnicos sintetizados e
testados sdo altamente toxicos ao microcrustaceo utilizado, sugerindo-se a
realizagao de testes de toxicidade com outros bioindicadores e biomarcadores, a
fim de obter maiores informagdes sobre estes LIs. Como os Lls sintetizados séo
parcialmente soluveis, podem, possivelmente, causar diversos problemas
ambientais se descartados no meio ambiente sem tratamento prévio. Isso confirma
que a toxicidade apresenta diferentes dependéncias com a solubilidade em agua,

e, normalmente quanto mais hidrofébico um liquido iénico for, mais téxico ele sera.

Nem sempre consegue-se prever toxicidade de um liquido ibnico, pois,
depende da estrutura e da complexidade da molécula. Mesmo levando em conta o
comprimento da cadeia alquilica e as escolhas de cation e anion a serem
utilizados, os modelos matematicos utilizados para prever a toxicidade dos Lls
podem nao ser suficiente por ainda apresentar a necessidade de informacgdes

experimentais especificas, tornando necessaria a realizagao dos testes.

A principio, esses Lls podem ser facilmente utilizados como solventes ou

catalisadores em sinteses organicas, e, para serem empregados em processos de



formulacéo de farmacos, cosméticos e pesticidas, comumente implementados na
biologia aplicada, deve-se realizar outros testes principalmente considerando seu
pH.

Mesmo que os liquidos idbnicos utilizados apresentem diferentes radicais
em sua estrutura, ndo foi suficiente para modificar sua toxicidade. Para diminuir os
niveis toxicos consideravelmente, seria necessaria a utilizagao de outro anion, por
estudos mostrarem ser o mais responsavel pela presencga toxica ou realizar a
correcéo de seu pH realizando testes para identificar se houve ou nédo alguma

mudang¢a em sua estrutura.
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