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Resumo

RESUMO

O processo de transporte de espécies quimicas variadas — ions potassio, aminoécidos e
vitaminas - através de membranas liquidas hidrofébicas contendo carregadores foi estudado
empregando o método BLM (“bulk liquid membrane”).

Para o transporte do fon K" foi usado como carregador o éter coroa 18C6, em séries de
experimentos com membranas de CH,Cl, CHCl; e CCly, em alguns casos variando a temperatura
e a concentragdo micial dos compostos a serem transportados. Como contra-ion foram usados os
fons orgénicos salicilato, benzoato, varios nitrofenolatos e séries homélogas de compostos
bactericidas (do derivado metilico ao pentilico de parabens, 3-alcoxifendis e 4-alcoxifendis). Os
resultados em geral puderam ser explicados pela equagio de Bom. Foram feitos também alguns
experimentos com calorimetria para relacionar a redugfio da resposta biologica com as taxas de
transporte .

Para o estudo do transporte dos aminoacidos Fenilalanina, Triptofano e Tirosina, usando
micelas reversas, foram usados o surfatante aniénico AOT (aerosol OT) em CH,Cl; e CHCL e os
surfatantes catibnicos TOMAC e DODAC em CHClL. O pH das fases fonte ¢ de recebimento do
sistema BIM fot variado de acordo com o tipo de surfatante utilizado. Somente foi notada
eficiéncia no transporte nos casos onde o AOT foi usado.

Com membranas de CH>Cl; e CHCl; contendo como carregador o acido fenilbordnico foi
estudado o transporte de 4cido ascorbico, verificando a influéncia de concentrago do carregador,
concentragdo inicial de vitamina, temperatura, efeito da glutationa na fase de recebimento e tipo do
solvente sobre a taxa de transferéncia através das membranas. Usando os mesmos solventes foi
feito um estudo do transporte simulténeo de vitamina C e riboflavina (vitamina B), variando a
concentragdo do carregador entre zero e 8.107 mol.L™. Foi notado aumento das taxas somente
até a cbncentragéo de 4.10° molL" para o carregador, em todos os casos. Nio foi verificada
competicdo entre as duas vitaminas no transporte. Também nesta etapa foram feitos experimentos
com calorimetria, para auxiliar o entendimento dos mecanismos envolvidos neste processo.

Em todos os casos a quantificacio das espécies foi feita através de espectroscopia na
regidio UV — Vis. Nos estudos de transporte simultineo a superposi¢io espectral impediu o uso de
técnicas comuns de calibragio. Foram empregados, entdo, os métodos quimiométricos OLS
~ (“ordinary least squares™), PLS (“partial least squares™) e TLD (“trilinear decomposition™), além

- de terem sido feitos estudos wusando planejamentos fatoriais de dois niveis.



Abstract

ABSTRACT

Transport processes of variated chemical species — potassium ions, amino acids and
vitamins — through hidrophobic liquid membranes was studied using BLM (bulk liquid membrane)

. method.

UV ~ Vis spectroscopy was used in all cases to quantify the tranported species, It was not
possible to use univariate calibration in cases of simultaneous transport because their spectral
overlap. Chemometric methods as OLS (ordinary least squares), PLS (partial least squares) and
TLD (trilinear decomposition) were employed. In addition, two levels factorial design was
performed.

For the K* ion was used as carrier the crown ether 18C6, in series of experiments with
membranes of CH,Cl,, CHCl; and CCl,, as function of temperature and initial concentration of
compounds to be transported. Salicylate, benzoate, several kinds of nitrophenolates and
homologous series of bactericides (parabens and acoxyphenols) were employed as contra-ions. In
general, results could be explained by using the Bomn equation. Some calorimetric experiments
were done to relate biological response with transport rates.

Amino acids as Phenylalanine, Triptophane and Tyrosine were used to perform the
transport by reversed micelles of AOT (an anionic surfactant) in CH>Cl; and CHCL, and two
other reversed micelles of TOMAC and DODAC (cationic surfactants) in CHCl,. According to the
nature of the used surfactant, pH was changed in receiving and source phases. Transport process
was efficient only in cases where AOT was employed.

Ascorbic acid transport was studied by using CH,Cl, and CHCl; membranes containing
phenylboronic acid as carrier. Parameters like carrier concentration influence, vitamin initial
concentration, temperature, glutathione effect in the receiving phase and solvent effect were used
to investigate the transfer rates through liquid membranes. Simultaneous transport of ascorbic acid
and riboflavin was studied using the same solvents and changing carrier concentration from zero to
8.10° molL™. In all cases, an increasing of transport rates was observed only until carrier
concentration of 4.10° mol L™, Competition between vitamins was not verified. Calorimetric
experiments were performed in the system ascorbic acid — riboflavin, with the aim of elucidate the
transport mechanisms involved.
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Introducéo 1

INTRODUCAO

Um pouco da histéria das membranas

Os primeiros estudos sistematicos dos fenémenos de transporte em membranas datam
de antes de 1748, quando Abbé Nollet descobriu que depois de ter mergulhado uma bexiga
animal preenchida com vinho em 4gua pura esta permeava para dentro da bexiga, causando
seu inchamento e até mesmo seu rompimento [1].

A histéria das membranas sintéticas comegou com o desenvolvimento do nitrato de
celulose, o primeiro polimero semi-sintético, em 1846. Em 1855 Fick usou este composto para
preparar as membranas para seu experimento classico de difusio [2]. Poucos anos mais tarde,
Tréube preparou membranas por precipitagdo de ferricianeto ciprico numa fina camada de
porcelana ndo vitrificada. Estas membranas foram usadas por Pfeffer, van’t Hoff e outros para
o estudo de fendmenos osmoéticos. Ao mesmo tempo, Graham descobriu que a borracha exibe
diferentes permeabilidades para diferentes gases [2] e também que certos componentes de uma
solugio aquosa, como coldides, se difundem muito mais lentamente através de membranas
preparadas com intestinos de animais do que componentes de baixo peso molecular, como
agucar e certos sais. _

O desenvolvimento de membranas com diferentes propriedades e sua aplicagio em
"diferentes problemas de separagio comegou efetivamente no inicio do século XX, com os
trabalhos de Bechhold [2], que também introduziu o termo “ultrafiltracdio™, em 1908.
Posteriormente vieram os estudos de Bachmann, Zsigmondy e Elford, principalmente com
membranas de nitrato de celulose. Membranas para dialise feitas com celofane foram
estudadas primeiramente por McBain [3]. Nesta época apareceram os trabalhos de Meyer e
Sievers 4] e MeYer e Strauss [5] sobre o desenvolvimento da eletrodialise.

A utilizagio das membranas em escala industrial se iniciou depois da I Guerra
Mundial, com o desenvolvimento do primeiro rim artificial, por Kolff [in Reid ef al., 6],
impulsionando a demanda por grandes quantidades destas membranas que foram, desde entio,
produzidas pelas companhias Sartorius e Millipore.

Reid [6] conseguiu produzir membranas eficientes para processos de osmose reversa.

' Anos mais tarde, Riley ¢ Cadotte [2] conduziram o aperfeicoamento destes materiais,
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produzindo as primeiras membranas compésitas. Michaels e outros estudaram o mecanismo de
formagéo de membranas assimétricas e criaram a base para o desenvolvimento de séries de
membranas para ultra- ¢ microfiltragiio com diferentes propriedades [2].

Membranas liquidas, o objeto deste estudo, nfo tém tantas aplicages em processos
industriais como as membranas s6lidas, mas séo importantes no desenvolvimento de processos
que futuramente serfio empregados em larga escala. Vérios exemplos de aplicacdo deste tipo
de membrana s&o encontrados na literatura {7,8]; apenas para citar, dois deles s%o a utilizagdo
de carregadores extremamente especificos em membranas liquidas para a separagio de
isdmeros D- e L~ de um tipo de pesticida e o emprego de membranas liquidas suportadas para

a liberac#o de heparina no interior de veias durante vérios anos, como prevengdo de processos
de trombose.

Membranas biologicas

| Membranas biologicas desempenham um papel importante em varios processos que
ocorrem em Organismos vivos pois, através de microambientes e compartimentos de formas e
tamanhos definidos em muitos casos, organizam a matéria viva nas células, criando uma
matriz fluida e bidimensional e permitindo o transporte controlado de diversos tipos de
solutos. FungGes celulares como reconhecimento, incorporacio de nutrientes e liberagdo de
compostos indesejaveis para o meio exteno (endocitose e exocitose) [9], interagdo
intercelular, translocacéo, transporte e osmose sdo todos processos mediados por membranas
[10,11].
Entre as fun¢bes das biomembranas uma das mais importantes é o transporte ativo, ou
seja, o transporte contra um gradiente de concentragio. E esse mecanismo que permite a
muitos orgaﬁismos viver oum ambiente pobre em nutrientes. O transporte ativo desempenha
papel importante também no corpo humano. Por exemplo, a concentragfio de fons sodio
dentro das células é menor que fora deias, enquanto que para os ions potassio ocorre o
contrario. Os fons Na* e K* podem fluir para dentro ou fora das células de acordo com um
gradiente de concentragio. Assim, a manutengdo de gradientes de concentracfio através da
membrana celular reflete a existéncia de um sistema de transporte que bombeia Na* para fora
e K' para dentro da célula [7,9]. Um outro exemplo é o transporté de agucar e ions sadio
(meéénismo “symport”) no intestino delgado e nos rins.
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Sabe-se que as membranas celulares sio compostas de fosfolipidios. A imagem obtida
ap0s a reaglio entre uma sonda (contrastador) e a cabega polar dos grupos fosfolipidicos
permite estimar a espessura da membrana em um valor entre 5 ¢ 10 nm [7, 12].

Em agua os fosfolipidios se organizam facilmente para formar bicamadas. Quando eles
sdo dispersos em solugio salina e é feita uma sonificagéo sio formadas vesiculas fechadas e a
membrana ¢ composta de uma unica bicamada (lipossomo). Uma outra membrana lipidica
bem conhecida ¢ a bicamada planar, formada pela injegiio de fosfatidilcolina em decano, por
exemplo, em um pequeno orificio numa parti¢io entre dois meios aquosos; neste caso, uma
bicamada de lipidios é formada espontaneamente. Qutro método para formagdo de membranas
bastante utilizado é aquele no qual uma monocamada de lipidios é formada em duas solugdes
separadas por um filme plastico com pequeno orificio [7]. Uma vez que um lipidio é um
surfatante natural, pode-se dizer que a membrana celular é um tipo de membrana liquida.

Boa parte do que se conhece sobre a estrutura das membranas deve-se a investigagSes
usando modelos [13]. Surfatantes em monocamadas e bicamadas [9,14] e vesiculas de
fosfolipidios [15] tém sido muito usados como modelos de membranas. Deve ser observado,
entretanto, que nenhum modelo é perfeito ou capaz de imitar simultaneamente todos os
aspectos de um conjunto mais complexo de membranas.

E conveniente reforcar que nfio é necessario que se reproduza a natureza de maneira
fiel em fodos os detalhes. Pode-se entender muitos dos mecanismos através de sistemas com
micelas, monocamadas, bicamadas, vesiculas, sistemas hospedeiro-convidado e outros [16].

Um importante objetivo nos estudos com modelos de membranas é o desenvolvimento
de novos processos com aplicages praticas baseando-se naqueles mediados por membranas

em sistemas mais simples, como as liquidas [16].

Membranas artificiais

A primeira indicaglo importante de que uma membrana liquida hidrofobica artificial
poderia mimetizar o processo de reconhecimento especifico de uma membrana biolégica foi
relatada por Cussler [17] em 1971. Ele teve sucesso no transporte de ions de metais alcalinos
através de uma fase orginica (meio de baixa constante dielétrica, que ¢ da mesma ordem da

encontrada em membranas biologicas) contendo uma substincia macrociclica recentemente
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(naquela époce) sintetizada por Pedersen [18] e desenvolvida mais tarde por Pedersen [18] e
Dietrich [19]. Desde entdo, as membranas liquidas tém sido estudadas como modelos de
membranas bicldgicas e como uma ferramenta para efetuar extragdes e separagdes de espécies
quimicas a partir de solugdes bastante diluidas nestas espécies [20].

Nos altimos anos houve um grande avango tecnologico no uso de membranas semi-
permedveis para separagfio de misturas complexas [21]. Os processos de separacdo mais
importantes que tém sido estudados e citados sdo a microfiltragdio, ultrafiltrag8o, osmose
reversa, didlise e eletrodiilise. Entretanto, estas membranas poliméricas geraimente
apresentam deficiéncias como baixo fluxo e baixa seletividade nos processos de separagio, o
que tem restringido bastante seu uso industrial.

Existem dois tipos basicos de membranas sintéticas para separagfio: liquidas e solidas.
As primeiras normalmente oferecem maior seletividade a um ion que se quer separar,
enquanto que as solidas geralmente oferecem maior estabilidade mecénica para usos praticos,
sendo muito mais facilmente empregadas em sistemas industriais [7].

No campo das membranas liquidas tém sido mais frequentemente estudados cinco
tipos especificos: “Bulk Liquid Membrane” (BLM), “Liquid Surfactant Membrane” (LSM),
“Thin Sheet Supported Liquid Membrane” (TS) ,“Hollow Fiber Supported Liquid Membrane”
(HF) e “Two Module Hollow Fiber Supported Liquid Membrane” (TMHF). A Figura 1 mostra
estes sistemas de forma esciuematizada [71.

Os sistemas “bulk” (BLM), empregados neste trabalho, requerem pequenas
quantidades de material e a razfio entre os volumes das fases aquosa e orginica pode ser tao
baixa como 2 : 1. Os resultados obtidos tém desvios padrdio as vezes altos, tornando dificil

| uma boa modelagem do sistema em alguns casos [22].

Usando o método TS pode-se prever o comportamento de sistemas HF que trabalhem
em condicdes idénticas. No entanto existem muitas desvantagens, como a necessidade de usar
solventes e carregadores extremamente hidrofobicos e a taxa de transporte ser muito baixa, o
que leva a inviabilidade comercial do processo [22].

Recentemente tem sido estudado o desenvolvimento de processos com maior eficiéncia
e seletividade. Para reduzir os problemas encontrados com as membranas poliméricas muitos
grupos tém usado as membranas liquidas, consideradas como uma tecnologia promissora nesta
area de extragfo e separagio.



(a) Bulk Liquid Membrane
Fase fonts

Fase de recsbimants

A

Mambrans orginica

{b) Thin Sheet Supported Liquid Membrane

Mpmbrans suncrtada contendo wm carsaader

¢ o¢ : d Bamdo'nlhgh Fase de recebiments

(©) Hollow Fiber Supported Liguid Membrane

(d) Emuision Liquid Membrane
Fluxe interne . .

ez t
4—1— Fase fonte
o E Paredes da fiora © S .=.@_’ o
= i Fibras O contendo carregador
Ocas C ©
Individusls !
' N as Fase de recebimento
| 0.
S Fluxe WL
E—E:_umo E N
'ﬂ Peres da fibra
Fluxe inteme

(e)TMMuk HoBow Fiber Supported Liquid Membrane

Fase de
Fase Fonte Recebi

Figura 1: Sistemas de membranas liquidas mais comuns [7]

Com membranas liquidas pode ser alcancada uma separacio muito boa devido a
existéncia de mecanismos de transporte facilitado, enquanto separages possiveis com
membranas poliméricas séo muito menos completas [21]. A tecnologia de membranas liquidas

pode ser ainda bastante desenvolvida para aumentar a eficiéncia de uma grande gama de
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processos industriais, tais como a separagio de hidrocarbonetos [23] e em remogo de metais
em efluentes de metalirgicas [24].

Alguns aspectos energéticos

Uma bicamada lipidica pode ser vista como sendo um exemplo de membrana liquida
sintética; em seu interior o meio tem uma baixa constante dielétrica representando, entdo, uma
barreira energética muito alta para a passagem de pequenos ions como Na* e K* [25].

A equagdo de Born define w como sendo a energia requerida para transferir um ion de
raio r e carga z de uma fase aquosa semi-infinita (constante dielétrica € = 79) para uma

membrana de constante dielétrica €m:

z? el 1 1
w= -
8xTrme,r\&, €

onde eo = carga elementar = 1,6. 10" C; z = carga do ion (C); €0 = permissividade elétrica do

vicuo = 8, 85. 102 F m!; w = energia (J); T = temperatura absoluta (K); x = constante de
Boltzmann = 1,38. 10B JK?; r = raio iénico da espécie em estudo (m).

Calculando o valor de w para um ion como potéssio néo hidratado, (r=0,13nm)e
considerando a constante dielétrica de uma membrana tipica e, = 2,1 encontramos um valor

de energia bastante elevado, que deve ser vencido para ocorrer o transporte [25]:

w=100J

Esta equagéo ¢ encbntrada também na forma

ARG"=—22 es N, (1_ SJ
8z, £

A caracteristica central da maioria dos sistemas de membranas liquidas utilizados
atualmente é a taxa da transferéncia de massa comparada 4 obtida quando se usa uma
membrana sélida. Isto esta ligado & permeabilidade d2 membrana, que depende fortemente da
presenca de constituintes especializados (geralmente chamados de carregadores, ou ionéforos -
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para moléculas de natureza bioldgica) que possam criar caminhos energeticamente favoraveis
para o transporte de ions através de um meio apolar (representado pela membrana) [26].

Para um transporte efetivo de uma espécie quimica através de uma membrana liquida
hidrofobica, ¢ adequado o uso de um carregador que se una fortemente a espécie de interesse.
Além da seletividade, também a permeabilidade através da membrana & melhorada com o
carregador e embora existam diversos tipos de carregadores, todos agem baseados no mesmo
principio: acomodam a espécie de interesse (um cétion, um &nion ou uma molécula neutra) em
cavidades caracteristicas em virtude da ligagio de grupos polares com a espécie a ser
transportada e fazem com que os complexos formados sejam soliveis em membranas liquidas
ndo polares [27]. O transporte através de uma membrana pode ser feito, também, por
carregadores néio ciclicos que interajam com regides especificas de uma molécula (mais tarde
serdo dados exemplos) ou ainda com o uso de micelas de determinadas classes de surfatantes.

A Figura 2 mostra esquematicamente as diferencas de energia necessirias nos casos de
transporte com e sem carregador.

O Transporte através de Membranas Artificiais

Ainda hoje ndo sdo totalmente conhecidos os detalhes mecanisticos e energéticos
envolvidos no transporte de espécies quimicas neutras e carregadas, embora estes sejam
essenciais para o metabolismo celular e manutencio da vida. Tém sido propostos diversos
modelos matematicos, que tém sido tratados teoricamente, para elucidar os sistemas de
transporte variados [28-31].

As teorias desenvolvidas tém se mostrado eficazes na tarefa de auxiliar o entendimento
dos sistemas existentes e o planejamento de outros ainda mais eficientes e seletivos.

E importante lembrar que as equacdes fundamentais da fisico-quimica sdo aplicaveis a
uma grande variedade de processos, especialmente as equagdes de difusfio. De maneira geral,
a difusdo pode ser entendida como sendo um processo fisico-quimico no qual as moléculas de
- um liquido ou de um soluto se misturam ou se dispersam, em virtude de sua energia térmica
ou de gradientes de concentracio. Este ¢ um processo espontineo que leva o sistema ao
equilibrio termodindmico, e é acompanhado por um aumento na entropia total ou, no caso de

ocorrer isotermicamente, por um decréscimo na energia livre total [32].
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Num sistema qualquer, o0 movimento das particulas e moléculas esta constantemente
sendo alterado de forma aleatéria, tanto em velocidade como em diregdo.

Soiutc
maratadc

Ditusdo simpias
sem corragador

Enetyld lyre ,G

Cerregador

Figura 2:Comparagdo de energias envolvidas em dois tipos de transporte [28].

A equagio de Maxwell-Boltzmann descreve a distribuigio das velocidades das
espécies [33].
F) =(m/2nkT)2 e m" ¥
sendo m a massa da particula, k a constante de Boltzmann, v a velocidade da particulae T a
temperatura absoluta.
Fowler estimou em cerca de 10% o miimero de mudangas de diregiio por segundo para

uma molécula. Tal movimento forneceu as primeiras evidéncias para o desenvolvimento da
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teoria cinética molecular e foi interpretado como proveniente de choques das particulas com as
paredes do recipiente, com outras particulas em suspensdo e, ainda, com moléculas presentes
[32]. Hoje é sabido que no processo de difusdo em liquidos devem ser considerados os
movimentos rotacional (o processo de dispersdo de espécies devido apenas ac movimento
Browniano) ¢ translacional (processo de dispersdo de espécies associado a gradientes de
concentragio). |

Para espécies neutras, numa analogia formal com a lei de Ohm para correntes elétricas
e com a lei de Fourier para fluxo de calor, nas quais a for¢ca motriz dos processos é uma
diferenga de potencial ou um gradiente de temperatura, a difusdio de particulas ¢ dirigida por
uma diferenga de potencial quimico.

O movimento translacional pode ser explicado pela termodindmica, segundo a qual o
- trabalho méximo ocorre quando, a temperatura e pressdo constantes, uma espécie se move de
uma regido onde seu potencial quimico € p para outra regifio, onde seu potencial é p + dp ou
vice-versa [34].

A teoria classica de difusio em liquidos [32] estabelece que o gradiente de energia
livre de difusiio para um componente em solugiio pode ser considerado equivalente a uma
forca atuante sobre as moléculas que é responsavel pelo seu movimento em sentido oposto ao
de uma segunda for¢a, normalmente atribuida i resisténcia causada pela viscosidade do
liquido a difusdo.

Para taxas de difusdo nio muito elevadas, a velocidade média de difusdo das moléculas
(v) pode ser considerada proporcional 4 forga atuante em sentido oposto (definida como sendo
F=-RT /a(5a/dx)), sendo que a constante de proporcionalidade ¢ dada pela mobilidade u
(=v/F).

- Fazendo a substitui¢do na expressdo anterior para F, e considerando que atividade e
concentragio sdo ‘iguais (verdadeiro para solugdes idealmente diluidas ou liquidos puros)
chega-se a ¢ v=- RTu (§¢/0x)

E mais comum encontrar o produto cv na forma de fluxo molecular, J, expresso em
unidades de mol cm; sendo D = RTu o coeficiente de difusdo, vem a expressio da primeira

lei de Fick:
J=-D &c/éx
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Freqiientemente se faz & medida de J através da medida da taxa de variagfio da concentragio
com o tempo, ou seja, dJ/dx ¢é representado por dc/dt. Assim temos a segunda lei de Fick
d/x=-D &Fc/ o’

Os tipos fundamentais de transporte

O transporte de espécies através de membranas, em geral, é classificado em trés tipos
fundamentais, mostrados na Figura 3 [9]:

F R F R F R

«C « CS

/ /
]

S
S — R
R R S
F
Passivo Passivo Atiwvo
facilitado Facilitado
A B C

Figura 3: Mecanismos de &msporte mais comuns
A Figura 3A mostra um modelo do transporte passivo, segundo o qual h4 a passagem
da espécie S presente inicialmente no lado esquerdo (fase fonte, F), onde esti em alta
concentragdo, para o lado direito (fase de recebimento, R) onde sua concentragdo é muito
baixa, de acordo com um gradiente de concentragdo na membrana. Este gradiente pode ser
representado ;;ela equagdo (1)

1Sl = [Si1e _ Kl'l (sl--Isk)

il
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onde (S;]r e [Silz sdo as concentragdes de S nas interfaces da membrana com as fases fonte e
de recebimento, respectivamente; [S]r e [S}r sdo as concentragdes de S na parte externa da
membrana nas fases fonte ¢ de recebimento; I é a espessura da membrana e K, é a constante
de equilibrio de S dentro e fora da membrana (K; = [S:i]/[SD.

O fluxo de S do lado esquerdo para o direito é dado pela equagdo (2)

I =250k -k o

sendo Js o fluxo de S e Ds o coeficiente de difusdo de S na membrana, Pode-se perceber
facilmente que ndio pode haver transporte se o gradiente de concentragéio de S na membrana
for nuto, ou seja, se [SIr =[S}

O coeficiente de difusio (D) de uma espécie quimica num solvente com viscosidade n

¢ inversamente proporcional ao seu raio hidrodinﬁmico, segundo a quagdo de Stokes-Einstein:

a = raio hidrodinamico

A Figura 3B mostra outro tipo de transporte, no qual um carregador (C) presente na
membrana incorpora a espécie S, formando um complexo CS. Neste sistema de transporte,
além do transporte passivo mostrado na Figura 3A, ha o transporte facilitado pela formagdo do
complexo. A este sistema se di o nome de transporte passivo facilitado. Quando o carregador
puder formar um complexo com uma espécie em particular pode haver seletividade no
processo, permitindo maior utilizagio industrial [9].

Nas duas situagSes descritas (transporte facilitado ou néo-facilitado) a espécie a ser
transportada passara do lado onde est4 em maior concentragio para o lado onde tem menor
concentracio. Nas condigSes usuais de transporte a concentragéio de carregador na membrana
€ muito baixa se comparada & concentragio da espécie S a ser carregada. Quando a formagio
do complexo CS e sua dissociagfio sfio etapas muito rapidas o transporte propriamente dito é a
etapa'iimitante da velocidade e assume-se que a concentragio do complexo na membrana
segue a equacdo de Michaelis-Menten, como nas reagdes enzimaticas. De acordo com esta
discussdo o gradiente de concentragdo nos processos de transporte facilitado € dado pela
equagio (3)
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lcs. |- -lcs. ] _ k,lch (ISl [s],
= )

1 U+K,[S] 1+K,[ST,

onde [CS;]r e [CSiJr sdo as concentragbes de CS nas interfaces da membrana com as fases
fonte e de recebimento, respectivamente; [S]re [S]r sio as concentragBes de S na parte externa
da membrana no lado das fases fonte e de recebimento; f é a espessura da membrana; K; é a
constante de formag#o de CS e [C]o € a concentragiio total do carregador ([Clo=[C] + [CS]).

A expressio para o fluxo de S do lado esquerdo para o direito ¢ dada pela equagdo (4)

Jo = DCSK2 [Cl) [S]F - [S]R 4
s 1 +k, s 1+k,SE) @

onde Dcs ¢ o coeficiente de difuséo de CS na membrana. Mais uma vez pode ser notado que o

transporte ndo ocorre a partir do momento em que [S)r = [S]r.

O transporte facilitado de uma espécie devido & existéncia de um carregador na
membrana pode ser explicada da seguinte maneira [9]:
* as relagSes entre os fluxos e os gradientes de potencial quimico da espécie S, carregador C
¢ complexo CS séo dados por

_VpS =LgJg —VpC-_-LCJC "Vpc:s':Lchcs

sendo J o fluxo da espécie, \ o gradiente de potencial quimico ¢ L uma constante
* a formacfio do complexo na membrana pode ser representada por C + S = CS. A poténcia
de interagéio (I) para este complexo € dada por
I'=pg+ pc = Hes

¢ assumindo a condi¢do de estado estacionario pode-se escrever que Jo +Jes = 0; uma vez
que J ¢ o fluxo da espécie transportada para fora da membrana ele corresponde 4 soma dos

fluxos da espécie em si e do complexo formado, ou seja, ¥ =75 TVes
o se a formagdo e a dissociagéo do complexo sdo etapas muito rapidas o equilibrio quimico é
mantido na membrana e, consequentemente, I =0 e entdo ¥/ =0 desta forma,

Desenvolvendo algebricamente:



~LgJs—LedJo+LegJes =0

LesJos~LsJs =LeJ,
Lg(J=J5)=Lg(J ~J 5 )+ Lo

Les —LegJg =LgJ —LoJ s+ LoJ

LogJ —LgJ =LegJg—LogJg—LoJ o + LoJ
J(Les =Lg)=LegTs =T es(Ls + L)

J(Les = Ls)=Les s —(J =T s XLs + Lc)

J(Les —Lg)= Legdg —LgJ —LeJ + LoJ g + Lo
J(Log—Lg)+ LeJ + LoJ =Jg(Log + Lo+ L)

LesJ = LgJ + Ly + Lo =J(Les + Lo + L)
_Js(Les+ Lo+ L)
(Lc +Lcs)

J="Ybs (1+ Ls ]
Lg Lo+ Lo

A primeira parte desta expressdo (antes dds parénteses) € o fluxo da espécie S através
da membrana nos processos néio facilitados, de maneira que a parte entre parénteses é a
contribuigdio do carre; y para 0 aumento da taxa de transporte nos processos facilitados, ja
que os valores de L so sempre positivos [9].

J

Um modelo de transporte ativo € mostrado na Figura 3C. Este mecanismo é chamado
de ativo porque permite que uma ou mais espécies sejam transportadas do lado onde estiio
mais diluidas para o lado onde estio em maior concentragio. Nesta forma de transporte a
espécie S ¢ transportada de acordo com o gradiente de concentracfio do complexo CS na
membrana e o transporte ¢é atribuido 4 energia conjugada para o transporte do complexo CS’,
- entre as espécies §’, presente na fase fonte, e o carregador C, presente na membrana, no
sentido da direita para a esquerda (contririo ao do transporte de CS). Neste caso o gradiente
de concentragfio € dado pela equagdo (5)

s, - es, ] =K2[clo( ISl ol )‘”

[ I U+K[SL+KST 1+, SL+ K5,
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onde Kj € a constante de formag#o do complexo CS® e [S’Jr e [S’]r sd0 as concentragdes de §°
nas fases fonte e de recebimento, respectivamente. O fluxo de CS ¢ dado, de maneira andloga
aos outros dois casos, pela equacio (6) '

DRSO Y ) ©

I \I+ESL+ KIS 1+K,8] + KIS 1

Mesmo que o processo se inicie com concentragdes iguais de S nos dois lados do
sistema, usando a equagdo acima encontra-se que [S’]r < [S’]r € assim Js > 0. O transporte de
S ocorre ativamente até que se atinja uma condi¢édo em que

[S]F ~[sl +K2([S]F[S‘]R _[S]R[S‘]F)_‘O

Associadas a este tipo de transporte existem duas possibilidades, chamadas de simporte
(ou co-transporte) ¢ antiporte (ou contra-transporte). No primeiro caso duas espécies estao
sendo transportadas a0 mesmo tempo e em sentidos iguais; no antiporte, as duas espécies sao
transportadas simultaneamente em sentidos opostos [7].

Eteres coroa como carregadores para cdtions alcalinos e alcalino-terrosos

Os éteres coroa ou poliéteres macrociclicos foram sintetizados por Pedersen em 1967
[7]. Tais compostos ihteragem nomalmeﬁe de maneira seletiva com os cations de metais
alcalinos primeiramente de acordo com os tamanhos da espécie a ser transportada e da
cavidade do carregador [35), e este tipo de seletividade é observada em processos de solugdo
homogénea, extragiio por solvente [36,37] e sistemas de membranas liquidas [37].

O diametro da cavidade de poliéteres (Bartsch ef al, in Noble ef al., {38]) é estimado
pelo modelo de Corey-Pauling-Kolton (CPK). Segundo este modelo, um cation forma um
complexo mais estavel com um carregador cuja cavidade tenha um tamanho proximo ao seu
raio idnico.

Na Tabela 1 sdo indicados alguns dos tamanhos de cavidades de carregadores ¢ de

cations mais comuns e frequentemente utilizados em estudos envolvendo membranas liquidas.
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Tabela 1: Didmetros de carregadores e citions mais comuns [39,40]

Eter coroa Diimetro (1) Cition Difimetro (A)
12C4 1,20-1,50 Li' 1,36
15C5 1,72 - 2,20 Na® 1, 94
16C5 2.00-2.40 K 2, 66
18C6 2,68 -3,20 Rb’ 2,98
19C6 3,00-3,50 Cs* 3,40
21C7 3,40 Ba* 2, 86
24C8 4,00 Ca” 2,12

O uso de um macrociclo ionizivel [41] em sistemas de membranas liquidas evita a
necessidade do controle de um &nion quando o complexo CE ™ M * atravessa a membrana.

Neste caso, a energia de solvatagio do cétion deixa de ter importincia fundamental no
processo de transferéncia, que passa a ser dirigido por um gradiente de pH e de concentragio
de M" nas fases fonte e de recebimento.

Caracteristicas importantes dos carregadores devem ser sua solubilidade no solvente da
membrana e sua capacidade de difusfo rapida através da membrana. Além disso, deve haver
um compromisso entre a energia de complexacio do carregador com o ion, que deve ser
obrigatoriamente maior que a energia de hidratagio do mesmo, porém nio tdo grande que nio
permita a liberag&o do cation na fase interna [42].

As propriedades de associagfio de éteres coroa com cations de metais alcalinos tém
sido descritas principalmente em termos da similaridade entre os tamanhos dos cations e da
cavidade destes carregadores [43-46], porém o efeito do solvente nfio é considerado em muitos

Casos.

Efeito dos solventes

Compostos bioativos quando adicionados a suspensdo de microorganismos ou células
sdo transportados do meio aquoso para o sitio de agdo. A resposta biologica envolve a
passagem da droga do meio aquoso para o sito de agdo da célula, sendo que nesta transferéncia
de fase, dois processos complexos ocorrem: movimento da droga através da membrana
biologica e ocorréncia de interacdio fisica ou guimica, limitada pela velocidade, no sitio do
receptor [47].
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Ambos os processos sio frequentemente distantes (em tempo e espago) da resposta
biologica observada, porque a droga, antes de produzir um efeito, deve atravessar uma série de
compartimentos essencialmente constituidos de fases aquosas ¢ orginicas.

Na tentativa de descobrir a etapa mais importante neste processo, o uso do coeficiente
de particio P tem se mostrado importante [47].0 coeficiente de partigio para uma solugdo
ideal € definido como:

P=x() /X
onde X ()€ X () SHO as ﬁ'as,;ées molares do composto bioativo na fase nfio-aquosa e aquosa
respectivamente, as quais estéo em equilibrio e em contato entre si. Na pratica, esta equaggo é
frequentemente escrita como:

P=Cw /Cw
onde C ¢ a concentragiio molar, desde que a concentragiio em cada sistema de solvente esteja
dentro do intervalo que obedega 4 lei de Henry.
| Hansch [48] correlacionou a atividade biologica de drogas com a estrutura quimica e
com o coeficiente de particdo. O trabalho de Hansch comega com uma substincia quimica de
agdo bioldgica conhecida e compara sua atividade com a de compostos de estrutura analoga,
diferindo destas apenas nos grupos substituintes. Ele determina o coeficiente de particio do
composto pai ¢ dos seus derivados (por exemplo, acidos carboxilicos) entre agua (solvente
polar) e n-octanol (solvente apolar). A diferenga entre os respectivos logaritimos do
coeficiente de particdo é chamado de constante de hidrofobicidade =.

% = log Pcoon - log Py

A constante de hidrofobicidade é a medida da contribuicdo do substituinte na
solubilidade, numa série de partigbes; Pcoon é o coeficiente de particio do derivado
carboxilico; Py ¢ o coeficiente de particio do composto pai. Se 7 > 0, significa que o grupo
substituinte aumenta a solubilidade do composto no solvente néo polar. Se &= < 0, o grupo
substifuinte aumentara a solubilidade do composto em solventes polares.

O trabatho .de Hansch leva também em consideragio a equa¢io de Hammett [49]:

log(K/K,)=po
onde K € a constante de equilibrio para o grupo substituinte COOH e K, para a estrutura pai.
Dois pardmetros sdo considerados nesta equag@o: ¢ (caracteristica somente do substituinte)
representa a habilidade do grupo substituinte de atrair ou repelir elétrons através da
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combinagdo de efeitos indutivos e de ressondncia; p (caracteristica da reagio considerada)
- mede a sensitividade deste tipo de reagiio para a substituigio no composto pai. Para cada
constante de equilibrio desta equacgdo € possivel escrever AG = - RT In K e, neste caso, a
equagio de Hammett é conhecida como Relagdo Linear de Energia Livre ( RLEL ).

O valor de 6 pode ser obtido medindo o efeito do substituinte na constante de
ionizagdo do composto pai, porque:

¢ =log ( Kcoon/ Ka )

onde Kcoon ¢ Kg sdo as constantes de ionizagio dos compostos substituidos e ndo
substituidos respectivamente. Se um substituinte apresenta ¢ > O significa que ele atrai

elétrons e se ¢ < 0, doa elétrons.

Usando os parimetros &, ¢ e p e ndo considerando fatores estéricos, Hansch modificou
a equacgdo de Hammett obtendo a equagio:
log (1/C)=-ka*+Kk’n +op +k”
onde C ¢é a concentragio necessdria da droga para produzir o efeito biologico e k, k’ e k™ sio
constantes para o sistema estudado, determinadas através de anilise de regresséo.

Os bactericidas

Compostos bioativos podem exercer efeitos bactericidas e / ou bacteriostiticos, sendo
que estes dois estio relacionados com a concentragio destes compostos. Agdes bacteriostaticas
normalmente sio resultado de formas de inibig8o metabdlica e podem ser revertidas com a
eliminagdo do composto. Por outro lado, a aglo bactericida é o resultado de um dano
irreversivel ou irreparavel a uma estrutura da célﬁla, geralmente na membrana citoplasmatica.
Em geral, os compostos bioativos sdo um grupo muito heterogéneo de substincias quimicas,
bem classificadas segundo seu comportamento frente as diversas situagdes de aplica¢dio, mas
com modo de agdo muitas vezes indefinido.

Desde a descoberta do fenol (1834) e sua introdugédo como antisséptiéo cirargico por
Lister (1867), estes e muitos de seus derivados tém sido estudados como sendo agentes
antibacterianos. A maioria dos trabalhos com desinfetantes fendlicos tem sido centrada em
consideragdes praticas, como espectro de agio antimicrobiana, aplicagbes, formulagio, etc
- [50]. O fenol é um agente desnaturante que causa a precipitacio de proteinas; este fato tem
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sido relacionado a a¢do antibacteriana destes compostos, especialmente quando aplicados a
estruturas vitais ¢ enzimas de microorganismos [50,51]. Os fen6is em geral (usados como
bactericidas) podem causar a morte de microorganismos por interferirem em processos de
transporte através da membrana celular, por agirem diretamente no citoplasma (processos de
coagulagio) ou ainda por romperem a -membrana celular. O mecanismo de agiio de
desinfetantes contendo fendis tem sido bastante estudado, e acredita-se atualmente que eles
interrompam o transporte através de membranas celulares, danificando as paredes das células e
permitindo a saida de constituintes essenciais para as regides extra-celulares [52-54]. Alguns
fenéis (como por exemplo o 24-dinitrofenol) sfio também desacopladores da cadeia
respiratoria de varios microorganismos [55).

Nos ultimos anos tem havido uma preocupagéo crescente no sentido de se definir mais
precisamente os mecanismos de agio bactericida, pois uma vez que consiga esta definigdo serd
possivel entender a resisténcia de alguns microorganismos 4 ag8o de determinados compostos.
Entendendo a base bioquimica de agdo, ¢ possivel identificar possiveis efeitos sinérgicos entre
biocidas e entiiodesenvolver novos farmacos ou usar misturas de vérios deles em um dado
tratamento.

Uma vez que niio sdo bem conhecidos os mecanismos de agéio de cada um [50], pouco
se conhece até hoje sobre as regiées exclusivas de agio para um composto bioativo. Por
exemplo, os ésteres alquilicos do écido p-hidroxibenzéico, comumente chamados de parabens
[56] sfo largamente empregados como preservantes em cosméticos, alimentos e
medicamentos [57]. Devido ao seu largo emprego, o potencial toxico destes compostos tem
sido bastante estudado em sistemas in vivo e in vitro, a fim de se determinar suas propriedades
toxicologicas, tais como: toxicidade aguda e crénica, carcinogenicidade, mutagenicidade,
teratogenicidade, efeitos citogenéticos, irritagdo e sensibilizagio [56].

Embora se suponha que os parabens tenham baixa toxicidade, eles exercem
comprovadamente agio sobre diversos tecidos e fungSes celulares. Ha relatos de que eles
podem inibir a sintese de &cidos nucleicos via inibicio de muitos sistemas enzimaticos em
microorganismos e fibroblastos de embrides de ratos [56], causar depressio aguda do
miocardio acompanhada de hipotensfio em cies [58], inibir a a¢8o ciliar em alguns organismos
[59], induzir a hemélise em coelhos e eritrécitos humanos e agir como moduladores em

processos celulares de neurdnios periféricos [60].
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O metabolismo e a eliminagdo de parabens tém sido muito estudados em diversos
animais ¢ no homem [56]. Em geral, apds administragio oral em ratos, os parabens sio
rapidamente absorvidos pelo trato gastrointestinal e facilmente hidrolisados a 4cido p-
hidroxibenzéico, por esterases presentes nos orgdos [61].

E sabido que 0 4cido p-hidroxibenzéico é um intermedidrio na seqiiéncia metabolica de
ubiquinonas, tirosina e outros componentes celulares in vivo. Foi verificada a extrema
eficiéncia das esterases dos pulmdes e rins na tarefz de hidrolisar parabens [56]. Os m-
alcoxifenois ¢ os p-hidroxibenzoatos sio, reconhecidamente, agentes bactericidas.

Os sais de aménio quaternirio sdo exemplos de uma classe de compostos que age

eficazmente contra um tipo de microorganismo mas cujo mecanismo de agdo ainda ndo esta
bem definido.

Na Figura 4 sfio mostrados alguns sitios-alvo para a acdo de compostos bioativos. As
regides-alvo para a agdo de compostos biocidas podem ser classificadas como: parede celular,
membrana citoplasmatica e citoplasma.Cada classe pode ser ainda subdividida, para que sejam

_ consideradas outras regides de importancia estrutural ou bioquimica. E importante notar que
estas classes e subdivisdes sio representagdes tedricas, e n#o ha evidéncias da exlsténcla de
exclusividade de uma certa 4rea em relagdo 4 agfio de um tipo de biocida [51].

Os. avangos recentes na bioquimica de membranas tém enfatizado somente a
importéincia metabdlica e osmorregulatoria desta organela, mas ndo tém destacado sua
potencialidade como regiio muitas vezes sensivel ao ataque de compostos biocidas.
Alteragdes fundamentais na estrutura e fungdes vitais da célula, sdo geralmente causadas por
interagdes que ocorrem na membrana citoplasmatica, levando a distrbios na respiragio e no
armazenamento de energia, como também modificagio na aglo enzimatica e nos processos de
transporte,
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Figura 4: Diagrama esquematico indicando os principais alvos de uma célula de

microorganismo para alguns compostos bioativos [51].

ITondforos

Nos sistemas naturais os carregadores de espécies quimicas sdo conhecidos como
ionéforos e podem ser caracterizados como receptores que formam complexos lipofilicos
estaveis com espécies hidrofilicas, sendo capazes de transportar tais espécies através de
membranas naturais ou artificiais.

A maioria dos iondforos possui a capacidade de discriminar entre citions metalicos de
diferentes tamanhos (por exemplo, a valinomicina tem uma afinidade 10000 vezes maior para
jons potassio que para sddio), sendo necessario um ajuste geométrico e topologico mutuo entre
o ionbforo e a espécie convidada para que haja a estabilizagdo do aduto, que ¢ normalmente
um complexo 1: 1 {62].

S%o0 - conhecidos muitos tipos de iondforos, que variam bastante em composigio
quimica e tamanho molecular, mas todos se baseiam nos mesmos principios de transporte por
biomembranas. O monensin, por exemplo, tem varias estruturas moleculares que sdo comuns
em outros ionéforos naturais. Embora seja um antibiotico poliéter aciclico, ele forma

complexos lipofilicos altamente estiveis com muitos cations metalicos. Tal complexagio
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proveém da conformagdio pseudo-ciclica caracteristica, sugerida por Agtarap e colaboradores
[63] na qual grupos -COs- e -OH adequadamente dispostos nas extremidades das cadeias sio
ligados por pontes de hidrogénio intramolecular cabega-cauda [7].

Micelas reversas como carregadores

Agua ¢ 6leo ndo se misturam de maneira espontinea, mas com a adi¢io de algum
agente tensoativo ¢ possivel formar por exemplo uma microemuisgo. Diversos sistemas podem
ser formados, na verdade, dependendo das concentragdes relativas de agua, leo e surfatante
empregados. A Figura 5 mostra um esquema de um diagrama ternario possivel [64].

Quando se adiciona quantidade suficiente de surfatante a2 uma mistura de 6leo e agua ¢
formada uma fase simples, contendo goticulas como resultado de uma acomodagio natural do
sistema. Na regido mais rica em dleo é mais favoravel a existéncia de emulsdes agua em éleo

(W/0); inversamente, na regiio com mais 4gua as emulsdes serdo 6leo em dgua (o/w).

TITTITN_ cmistar
- ALY~ Liawioo

Figura 5: Um diagrama de fases terndrio
Nos sistemas w/o as goticulas sdo menores que nos sistemas o/w e sio frequentemente
chamadas de micelas reversas. O sistema é termodinamicamente estivel e as goticulas estio
normalmente monodispersas [64].
A escolha do surfatante € um dos principais fatores na determinagéio da natureza da
dispersdo que sera formada. Para sistemas o/w a curvatura da interface Sleo-dgua é definida

como sendo positiva, sendo as goticulas chamadas de micelas normais. Nos sistemas w/o,
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portanto, a curvatura é negativa, as goticulas neste caso sdo formadas, preferencialmente, por
surfatantes em forma de “cunha”, com a parte polar na parte mais “fina” da “cunha”. Mitchell
¢ Ninham [65] interpretaram este fato em termos da geometria molecular do surfatante. Sendo
¥V o volume do surfatante, A a 4rea da cabega polar ¢ / o comprimento da cauda do tensoativo,
se 0 < ¥V /Al <1 havera tendéncia & formagio de sistemas o/w; se ¥/ A I > 1 formam-se
sistemas w/o e se V / A ! ~ 1 forma-se uma fase com estruturas bicontinuas flutuantes,
geralmente ocorrendo este fendmeno na regifo mais central do diagrama de fases.

Sendo sistemas auto-organizaveis séio facilmente preparadas soluges de agua, solvente
orgénico ¢ um tensoativo. No caso do Aerosol OT (um dos agentes tensoativos usados neste
estudo) basta que se dissolva 0 mesmo em um solvente orgénico e em seguida se adicione
lentamente e com leve agitagiio uma quantidade definida de 4gua. Rapidamente o sistema
torna-se translicido, ficando limpido em poucos segundos. Na regido bifasica do diagrama
podem existir trés tipos de sistemas, que serdo apenas citados aqui: Winsor I, quando um
sistema o/w coexiste com excesso de 6leo; Winsor I, quando um sistema w/o coexiste com
excesso de agua e Winsor I, quando o surfatante estd concentrado na regiio central do
diagrama, muito provavelmente uma fase bicontinua{66).

Na década de 80, muitos estudos de transporte utilizando membranas liquidas foram
publicados, envolvendo micelas ou gotas de microemulsdes, que se tornaram um tipo
completamente novo de carregadores moveis. Estes carregadores sio entidades complexas,
consistindo de conjuntos plurimoleculares de moléculas de surfatante, que podem conter ou
nao uma parte central aquosa ou oleosa [67-72].

Sob condigbes apropriadas micelas reversas (contendo um micleo aquoso) dispersas no
solvente orginico estio em equilibrio com a fase aquosa e podem ser usadas para extrair
espécies polares desta fase.

Descricdo da Micela Reversa

Geralmente em misturas terndrias surfatante / agua / solvente orginico formam-se
agregados que tém forma esférica e sio chamados micelas invertidas [73]. Tais micelas
compreendem um micleo interno aquoso envolvido por um filme de surfatante, que protege

este nicleo do meio continuo (solvente orgénico).
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Usualmente o solvente orgénico perfaz 80 — 90%, a agua 1-10% e o surfatante menos
de 10% do volume total da solugdo. A fase aquosa pode conter também compostos hidrofilicos
tais como ions, aminoacidos, peptideos, proteinas ou mesmo células de microorganismos [16],
que desta forma sdo facilmente incorporadas numa membrana hidrofobica. Embora as
solugdes de micelas invertidas devam ser consideradas, em uma escala microscopica, como
um sistema heterogéneo bifésico, elas se comportam como sistema homogéneo em uma escala
macroscopica.

Solugdes de micelas invertidas possuem algumas caracteristicas gerais importantes
[73,74]:

(2) sdo termodinamicamente estaveis (n#o ocorre separagio de fase com o tempo) e se formam
espontanecamente,

- (b) atensdo interfacial estabelecida entre a 4gua e o solvente orgénico é extremamente baixa
(<10 mN m™);

(c) as goticulas de agua — micleo das micelas ~ so muito pequenas (< 100 nm), isto é, muito
menores que o comprimento de onda da luz ou das goticulas de agua das emulsdes
ordinarias (esta ¢ a razio para o aspecto transparente da solugio de micelas invertidas e o
aspecto turvo de microemulsdes normais);

(d) como uma conseqiiéncia do pequeno tamanho do agregado, a superficie interna entre os
dominios 4gua-solvente organico é grande (da ordem de centenas de m* cm™) [75];

(e) a viscosidade da solugdo é comparavel com a viscosidade do solvente organico puro.

A estabilidade termodinimica das goticulas de dgua em microemulsdes 4gua em Oleo
provém de um balango delicado das contribuicGes opostas da energia livre de formacao da
microemulséo. Duas contribuigdes sdo as mais importantes:

(2) um termo de energia livre interfacial que inclui a tens#o superficial e um termo de energia
livre para formar uma superficie curva;

(b) um termo de entropia de dispersdo responsavel pela mistura das goticulas de micelas
invertidas no solvente orgénico e pelas interagGes intermicelares.

Uma diminuigdo do tamanho das goticulas de agua dispersas no solvente orgénico causa
um aumeﬁto na energia interfacial. Entretanto, uma vez que a tensdo interfacial em
microemulsdes é muito baixa, o aumento na energia interfacial pode ser contrabalanceado ou
compensado pelo decréscimo de energia livre associado com a entropia de dispersgo.
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O tamanho micelar dos agregados formados numa mistura surfatante / agua / solvente
orgénico sdo determinados pela minimizagio da energia livre de Gibbs do sistema. Isto ¢
influenciado pelos seguintes parimetros:

(a) tipo do surfatante;
(b) tipo do solvente organico;
(c) quantidade de 4gua, a qual é frequentemente representada pela razéio wy
[H.0]
*~ [SURFATANTE]

(d) forga ibnica, que é importante em sistemas com anfifilicos idnicos.

Se o surfatante e o solvente orginico sio mantidos constantes, c;'tamanho do agregado
¢ normalmente alterado pela quantidade de 4gua numa microemulsdo, isto ¢, altera-se o valor
de wy [76].

O tamanho micelar é expresso em termos do reio do micleo aquoso Ry, definido como
o raio médio do nicleo aquoso dos agregados, incluindo somente a cabega polar do surfatante
(Figura 6).

Figura 6: Raio do micleo aquoso de uma micela reversa

onde vy & 0 volume de uma molécula de 4gua (0,03 nm®) e = ¢ a 4rea ocupada por uma
molécula do surfatante na interface (area por grupo polar).

Tomando como exemplo o surfatante bis-[2-etilhexil(sulfossuccinato)] de sodio,
conhecido também por aerosol OT (AOT), £ ~ 0,55 nm’ e assummdo que este pardmetro é
mdependente de wp encontra-se, para o termo (3vy / Z) o valor 1,6-1,7. Para o AOT esta
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relagdo foi confirmada experimentalmente por SANS (“Small angle neutron scattering”),
NMR (“Nuclear magnetic resonance”), e técnicas envolvendo fluorescéncia, mostrando que ao
aumentar a quantidade de AOT e mantendo agua constante, o didmetro do nicleo aquoso
diminui, ao passo que aumentando a quantidade de 4gua, mantendo constante o AOT, o nucleo

aquoso aumenta [77].

O transporte de substincias neutras através das membranas liquidas

Baseados no modelo de transporte artificial de espécies quimicas através de

- membranas liquidas hidrofébicas, tém sido realizados importantes trabalhos utilizando tubos

em U (conhecidos também como celas de Schulmann). No entanto, a relevdncia do transporte

de espécies neutras utilizando este modelo tem sido demonstrada em poucos trabalhos. Assim,
o estudo do transporte simultdneo de vitaminas se torna ainda mais importante.

As vitaminas s3o micronutrientes, ou seja, suas necessidades nutricionais podem ser
satisfeitas com quantidades muito pequenas, e sua principal fungdo € -atuar como coenzimas
nas reagdes metabolicas [55].

A vitamina B; (riboflavina) é um componente de duas coenzimas intimamente
relacionadas: flavina-mononucleotideo (FMN) e flavina-adeninadinucleotideo (FAD), que
funcionam como grupos prostéticos firmemente ligados 4 molecula de desidrogenases e sido
conhecidas como flavoproteinas ou flavina desidrogenases. Esta vitamina também possui um
sistema complexo de anéis de isoaloxazina, que funcionam como transportadores temporérios
de um par de stomos de hidrogénio removidos da molécula de substrato durante as reagdes
catalisadas por ﬂavoproteinas [55] (Figura 7).

’ ?H;_,OH
HO(T.,H
HOC.;H
HOCH

H,C N /NYO
-~ NH Anel de
HsC N

isoaloxazina

Figura 7. Vitamina B; (riboflavina)
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A vitamina C (acido ascorbico) parece agir como co-fator na hidroxilagio enzimatica
de residuos de prolina do colageno de tecidos conjuntivos de vertebrados, formando residuos
de 4-hidroxiprolina. Tais residuos sio encontrados apenas no colageno, e em nenhuma outra
proteina animal.

Na Figura 8 é mostrada a estrutura quimica deste composto [78].

CHOH
I
HCOH_-O

HO OH
Figura 8: Acido L- ascérbico
Nos sistemas naturais, o transporte de espécies quimicas, idnicas ou neutras, pode
ocorrer através de carregadores ligados 4s membranas celulares, como jé citado. Nos sistemas
artificiais, tem sido descrita a capacidade de acidos organobdricos de facilitar o transporte de
compostos que apresentam grupos didis (sacarideos, vitaminas, etc.) de solu¢des aquosas
através de membranas liquidas organicas. Os 4cidos bordnicos podem carregar grupos didis,
sendo o acoplamento mais estivel com os ditis na posigdo cis-o,B. Os possiveis mecanismos

propostos para este transporte podem ser representados pelas equagdes [79]:

N

OH S~ OH~
i 0 +
R—B + — R— BL*' 4+ H,0
Aguoso Qrgénico
g~ " FAa — R—B "Oj + HO0
“‘soH + OH ~ 0 . 2 :

Aguoso Orgénico

Contudo, ndo & facil transportar substincias muito hidrofilicas (caso da vitamina C)
através de membranas liquidas hidrofobicas, mesmo na presenca de carregadores como acidos
bordnicos, pois o transporte é muito lento em pH fisiologico (pH=7). Em meio alcalino, jons

de aménio quaternério hidrofobicos tém sido utilizados como co-carregadores catidnicos [20].
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Os cations orgénicos de amodnio quaternario (o mais utilizado € o Cloreto de
Trioctilmetilambnio — TOMAC) sio adicionados para estabilizar a carga negativa da espécie
quimica formada pelo mecanismo mostrado anteriormente, facilitando o transporte.

O Apéndice I traz 109 referéncias de trabalhos diversos envolvendo os processos de
transporte através de membranas entre 1971 e 1993. Trabalhos mais recentes podem ser
encontrados em Recents Developments in Separation Science [8).

A determinagdio simultinea de espécies bastante semelhantes entre si tem sido de
crescente interesse em quimica em geral. Alguns métodos cinéticos diferenciais usam as
diferentes taxas nas quais duas ou mais espécies reagem com um COmpOSto em comum para
resolver (obter espectros puros e relagdes concentragdio vs tempo) misturas sem haver
nenhuma separaglio prévia. Para tanto, diversas aproximagdes matematicas jé foram utilizadas
para tratar dados de taxas de reagio; embora relatadas na literatura, existem poucas aplicagBes
destes métodos [80}].

Os métodos de quantificacdo do transporte das espécies quimi’cas

Os métodos quimiométricos tém sido muito aplicados em varios campos da quimica
com grande sucesso, permitindo a observagdio e analise de dados que, de alguma forma,
contém informacdes mascaradas. Entretanto, deve-se ter cuidado para n#o se tornar redundante
na interpretagdo de resultados. Algumas vezes as informagdes de um conjunto de dados podem
ser facilmente obtidas com procedimentos e célculos muito simples, sem a necessidade de se
usarem os métodos quimiométricos. Seu uso nestes casos poderia causar mais demora e menos
eficiéncia que os métodos mais diretos [81]. A quimiometria somente é realmente Gtil nos
casos onde as informagSes ndo podem ser diretamente ou facilmente extraidas do conjunto de
dados. '

Um outro ponto a se destacar ¢ que a quimiometria ndo ¢é mdgica. Ela tenta aumentar a
eficiéncia de um certo processo quimico, mas em alguns casos pode ser que estas ferramentas
ndo possam ser aplicadas. Estes métodos devem ser abandonados se num sisterna em estudo
eles ndo forem capazes de produzir economia de tempo e trabalho manual. Antes de se iniciar
um estudo quimiométrico € necessério considerar bem os objetivos e as possibilidades de tal
- estudo [81].
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Os planejamentos fatoriais, a exemplo da calibragio multivariada, tém sido
responsaveis pelo aumento da eficiéncia e economia especialmente em processos industriais,

setor no qual vém sendo cada vez mais empregados.

A calibra¢do multivariada

Neste ponto serda dada bastante énfase aos métodos de calibragio multivariada, que
foram uma ferramenta indispensavel nos calculos deste trabalho. Esta se¢do € longa, mas
pretende-se com ela dar esclarecimentos suficientes para que se possa compreender
satisfatoriamente o que significam os termos mais comuns e como funcionam os métodos mais
frequentemente empregados. Alguns conjuntos de dados foram analisados com um método de
ordem superior conhecido como TLD; a teoria envolvida ndo sera discutida na Introdugio por
se tratar de uma metodologia mais compiexa, mas os topicos qué se fizerem necessarios serdo
apresentados oportunamente. |

Os planejamentos fatoriais, por serem mais simples, serdo explicados & medida que
forem sendo utilizados.

| Aspectos gerais

O uso de computadores para analisar dados quimicos cresceu drasticamente nos
ultimos vinte anos, em parte devido aos recentes avangos em “hardware” e “software”. Por
outro lado, a aquisi¢do de dados principaimente na area de quimica analitica, atingiu um ponto
bastante sofisticado com o interfaceamento de instrumentos aos computadores produzindo
uma enorme quantidade de informagfo, muitas vezes complexa e variada.

Uma das caracteristicas mais interessantes dos modernos instrumentos é o namero das
variaveis que podem ser medidas em um unica amostra. Um exemplo notavel € a intensidade
de absor¢do em mil ou mais comprimentos de onda que é rotineiramente registrada em um
unico espéctro .(oom espectrofotdmetros com arranjo de diodos). De posse de tal quantidade de
dados, a necessidade de ferramentas novas e mais sofisticadas para trata-los e extrair
informac¢des relevantes cresceu muito rapidamente, dando origem & Quimiometria, que ¢ uma

area especificamente destinada a analise de dados quimicos de natureza multivariada.
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A quimiometria ndo é uma disciplina da matematica, mas sim da quimica, isto &, os
problemas que ela se propde a resolver siio de interesse e originados na quimica, ainda que as
ferramentas de trabalho provenham principalmente da matematica, estatistica e computagiio.
Como citado por Vandeginste [82], Kowalski diz que “as ferramentas quimiométricas sdo
veiculos que podem auxiliar os quimicos a se moverem mais eficientemente na diregio do
~ maior conhecimento”. Isto nos leva a uma definigio formal de quimiometria : “.. uma
disciplina quimica que emprega métodos matematicos e estatisticos para planejar ou
selecionar experimentos de forma otimizada e para fornecer o maximo de informacdo quimica
com a anélise dos dados obtidos™ [82].

Experimentos envolvendo a anélise espectrofotométrica quantitativa de amostras com
muitos compostos quimicos cujos espectros sejam superpostos sdo bastante importantes em
disciplinas de quimica analitica, sejam elas basicas ou mais avancadas. Em geral, as
concentragSes dos compostos de interesse numa amostra sio determinadas através da
resolugdo de um sistema de equagdes simultineas obtido pela lei de Beer em tantos
comprimentos de onda quantos forem os analitos. Curvas de calibragdo séo construidas em
cada comprimento de onda a partir de solugSes padrib de cada analito a fim de estabelecer
constantes de proporcionalidade individuais entre concentragfio e intensidade de absorgiio.

No caso de misturas binrias simples, muitas vezes obtemos bons resultados por este
método. Entretanto, quando se passa para amostras reais, podem surgir problemas devido a
interferéncias espectrais e desconhecimento da real identidade dos compostos de interesse.
Nestas situagGes, a resolucdo simultinea das equagdes ja niio fornece resultados precisos e por
isso foram buscados novos métodos para resolver este tipo de problema.

Para a andlise de dados os métodos multivariados sio os mais adequados, porque
permitem um estudo com vérias espécies presentes ao mesmo tempo, nfio importando a
existéncia ou auséncia de diferencas espectrais marcantes entre elas nem a existéncia de alta
correlagdo nos dados. E possivel, também, a identificagio de problemas eventuais com linha
base ou interferentes nas amostras usadas na calibragio € nas novas amostras, de previsio
(83]. |

Com grande frequéncia, o objetivo de uma analise quimica é determinar a
concentragio de um determinado analito em amostras, isto €, um composto quimico de

interesse presente nas mesmas. Os instrumentos de laboratério nfio produzem diretamente as
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concentragbes como resposta. Por exemplo um espectrofotdmetro registra absorbancias que
naturalmente dependem das concentragdes dos analitos.

Calibragdo

Calibragdo € o procedimento para encontrar um algoritmo matemitico que produza
propriedades de interesse a partir dos resultados registrados pelo instrumento. O resultado de
uma calibragio pode ser representado pelo diagrama abaixo (Figura 9):

Espectros Modeln Co0
(3 —— |Espectrofotimetro i Matematico cgo
o — _ ~|vy
G oD D [
Amostras == g g g
Instrumento Respostas

Figura 9: Esquematizagdo de um processo de calibragiio

onde o instrumento associado ao algoritmo funciona como se fosse um novo “instrumento”.
Absorbancia e concentracio sdo apenmas exemplos das iniimeras possibilidades que este
procedimento oferece para obtengio de informagGes de interesse a partir de sinais
instrumentais. Um exemplo importante em outra area - mas que utiliza as mesmas idéias - é a
tomografia, onde sinais de radiagfio sfio transformados em imagens.

Uma vez encontrado, este algoritmo podera ser usado para prever a concentragio do
composto quimico de interesse em amostras de composigio desconhecida, usando a resposta
instrumental das mesmas. Neste trabalho, os termos espectro e concentragio serio
genericamente utilizados para se referir as medidas instrumentais e a uma propriedade das
amostras respeétivamente. .

Os espectros, um para cada amostra, sio organizados numa matriz, X (n x m), de

variaveis independentes (p. ex. absorbéncias),
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Xn X2 vt Xy
x=| *m T
X Xpz " Xpm

onde cada linha representa o espectro de uma amostra em um tempo e contém as absorbancias
registradas.Por exemplo, para a i-ésima amostra, x;;, Xa,.. ., Xin S30 as absorbancias medidas,
uma para cada comprimento de onda.

Cada coluna de X corresponde a um comprimento de onda especifico. Desta forma, x;;,
X3j, ---,%aj SE0 a8 respostas na j-ésima frequéncia para as amostras 1, 2, ...,n. O outro conjunto
de dados é constituido das varidveis dependentes (concentraglio de cada composto em cada
tempo) e organizado na matriz Y, caso haja mais de uma variavel (mais de um analito de
- interesse), ou pelo vetor y, no caso de uma Unica variavel. O total de elementos deste vetor é
igual a n, isto é, o mimero de amostras, e corresponde as concentragdes de um deferminado
analito dé interesse ou alguma outra propriedade que se espera prever no futuro.

O processo geral de calibragéio [83,84] consiste de duas etapas: MODELAGEM, que
estabelece uma relagdo matemitica entre X e Y no conjunto de calibragio ¢ VALIDACAOQ,
que otimiza a relagdo no sentido de uma melhor descri¢do do(s) analito(s) de interesse. Uma
vez concluida a calibragdo, o sistema (instrumento fisico + modelo matematico) representado
esquematicamente na Figura 9 est4 apto a ser utilizado para previsio em outras amostras.

Os dados experimentais originais podem n#io ter uma distribui¢do adequada para a
andlise, dificultando a extragio de informagBes titeis e interpretacio dos mesmos. Nestes
~ casos, um preprocessamento [83,85,86] dos dados originais pode ser de grande valia. Medidas
em diferentes unidades e varidveis com diferentes varifincias sio algumas das razdes que
levam a estes problemas. Os meétodos de preprocessamento mais utilizados consistem
basicamente em centrar na média ou autoescalar os dados. No primeiro caso, calcula-se a
média das intensidades para cada comprimento de onda e subtrai-se cada intensidade do
respectivo valor médio. Autoescalar significa centrar os dados na média e dividi-los pelo
respectivo desvio padrio, sendo um para cada comprimento de onda. No caso de calibragéo de
dados espectroscopicos, recomenda-se apenas centrar os dados na média para que ndo seja
dada ao ruido a mesma importéncia de um sinal desejado.
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Os comandos para ambos os preprocessamentos na linguagem do programa MATLAB
(mostrados no Apéndice IT) sdo muito simples e utilizam fung¢Bes previamente definidas. A
disponibilidade destas (e inimeras outras) fungdes internas otimizadas é que caracteriza um
ambiente computacional como sendo de alto nivel, tornando conveniente o seu uso.

O fluxograma abaixo mostra um esquema geral dos métodos de calibragio menos

complexos, que aparecem em um grande niimero de trabalhos publicados.

Todas as substincias
espectroscopicamente
ativas sdo conhecidas?

Sim Nio

I I
CLS
Produz os espectros puros O nimero
de todos os de variiveis
componentes E pequeno?
como resultado

Nio sdo necessarios PCR
05 eSpectros puros PLS

Os métodos tradicionais de calibragio CLS (método classico de minimos quadrados) e
- MLR (regressfio linear miltipla) tém suas vantagens e desvantagens quando aplicados a
problemas quimicos. Ambos utilizam toda a iﬁformac;io contida na matriz de dados X para
modelar a concentragdo, isto é, toda a informagio espectral, incluindo informagdes
irrelevantes (fazem pequena remog¢do de ruido). O CLS tem como principal problema a
necessidade de se conhecer as concentragdes de cada espécie espectroscopicamente ativa no
conjunto de calibragdio, 0 que, em geral, é impossivel nos problemas praticos. J4 o método
MLR sofre do problema de colinearidade: o mimero de amostras deve exceder o nimero de

varidveis que, por sua vez devem fornecer predominantemente informagio unica [87).
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Ha, neste caso, a opgédo de selecionar um certo nimero de varidveis que seja menor que
o nimero de amostras e que produzam informacdo “Umnica”, o que pode ser demorado e
tedioso. Mais interessante, entfio, ¢ a utilizagdo de algum método que, como o CLS, use o
espectro inteiro para andlise, ¢ como o MLR, requeira somente a concentragdo do analito de
interesse no conjunto de calibragdo. -

Dois métodos que preenchem estes requisitos sdo PCR (Principal Component
Regression) e PLS (Partial Least Squares) [85,87,88], dai a escolha dos mesmos em grande
numero de trabalhos. Estes dois métodos sdo consideravelmente mais eficientes para lidar com
ruidos experimentais, colinearidades e ndo linearidades. Todas as varidveis relevantes s3o

" incluidas nos modelos via PCR ou PLS, o que implica que a calibragdo pode ser realizada
eficientemente mesmo na presenga de interferentes, nio havendo necessidade do
conhecimento do nimero e natureza dos mesmos. Os métodos PCR e PLS s#o robustos, isto é,
seus pardmetros praticamente ndo se alteram com a inclusio de novas amostras no conjunto de
calibragiio) {85,88)]. Em especial o método PLS tem se tornado uma ferramenta extremamente
uitil e importante em muitos campos da quimica, como a fisico-quimica, a quimica analitica, a
.quimica medicinal, ambiental ¢ ainda no controle de imimeros processos industriais. No
Apéndice III sdo fornecidas referéncias de 80 trabalhos selecionados, envolvendo os diversos
métodos de calibragdo multivariada, publicados entre 1993 e 1999.

A base fundamental da maioria dos métodos modernos para tratamento de dados
multivariados é o PCA (Principal Component Analysis) [88], que consiste numa manipulagio
da matriz de dados com objetivo de representar as variagdes presentes em muitas variavets,
através de um numero menor de “fatores”. Constréi-se um novo sistema de eixos
(denominados rotineiramente de fatores, componentes principais, variaveis latentes ou ainda
autovetorles) para representar as amostras, no qual a natureza multivariada dos dados pode ser

visualizada em poucas dimensdes.

Entendendo o PCA

Com o intuito de entender como funciona o método PCA, sera usado um exemplo
simples (ficticio) com apenas duas variaveis. A Figura 10 mostra o grafico bidimensional de

um conjunto de 30 amostras (n = 30). A matriz de dados consiste, neste caso, de duas
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colunas (m = 2) representando as medidas de intensidades registradas para dois comprimentos
de onda A, e A, nas 30 amostras.

Cada linha da matriz de dados é representada por um ponto no grafico. Em termos
geométricos a fungdo das componentes principais € descrever a varia¢gdo ou espalhamento
entre os pontos usando o menor namero possivel de eixos. Isto € feito definindo novos eixos
(componentes principais) que se alinham com os dados. Note que na Figura 10 nem A; nem A,
descrevem a maior varia¢do nos dados. No entanto, a primeira componente principal PC1, tem
uma diregdo tal que descreve o maximo espalhamento das amostras, mais que qualquer uma
das duas variaveis originais. Além disto, a percentagem da variagdo total nos dados descrita

por qualquer componente principal pode ser previamente calculada.
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Figura 10: Grafico de um conjunto de dados bidimensionais (A1 e A2)

mostrando duas componentes principais (PC; e PC3)

Neste exemplo, PC1 descreve 92,5% da variagdo e PC2, ortogonal a PC1, é estimada
para descrever a maxima variagdo restante, isto é, 7.5%. As novas coordenadas das amostras,

1o novo sistema de eixos das componentes principais mostradas pela linha verde na Figura 10,
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 sdo denominadas de “scores”. Cada componente principal é construida pela combinacgo linear
das variaveis originais.

Os coeficientes da combinacio linear (o peso, ou quanto cada varidvel antiga contribui
- na definicdo dos novos eixos) sdo denominados de “loadings” e representados pela linha
magenta na Figura 10. Note que eles s8o, na realidade, os cossenos dos angulos entre os eixos
originais € o novo eixo (PC).

A Decomposicdo de Valores Singulares

Uma das maneiras mais comuns de se calcular “loadings” e “scores” é usando o
algoritmo de decomposigio de valor singular, SVD (singular value decomposition). Uma
matriz de tamanho qualquer pode ser escrita como sendo o produto de outras trés matrizes:

X =USV?

. o {0 para i# j
As colunas de U e V sdo ortonormais, ou seja, V; = L.
lparai=j

A matriz V ¢ a matriz dos “loadings™, onde a primeira coluna contém os “loadings” de
PC1 e assim por diante. US corresponde 4 matriz T dos “scores”. S é uma matriz diagonal
cujos elementoﬁ (valores singulares) contém informagio sobre a quantidade de variincia que
cada componente principal descreve. No Apéndice IV é dado um exemplo do calculo dos
valores singulares, chegando até a determinag#io dos valores de “scores” e “loadings” para um
conjunto de dados em duas dimensoes. _

A matriz 8 ¢ importante na determinag#o da dimensionalidade intrinseca da matriz de
dados X (posto de X). Os autovalores que forem pequenos serfio excluidos, e as informagdes
relevantes podem de alguma maneira ser separadas, eliminando-se assim os ridos
experimentais. A expressdo abaixo mostra a relagio entre o valor singular ¢ a varifncia contida
na j-ésima componente principal

52
VAR % PCj = —£—x100
2

Sy
=1

-onde o denominador fornece o valor da varidncia total e p é o nimero total de valores

singulares do conjunto de dados (0 menor valor dentre m e m). Os comandos para o célculo de
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varidncia percentual em cada componente principal sio mostrados no Apéndice H (Rotinas
Gerais na lingnagem MATLAB).

Analisando um grdfico de “loadings”

Os “loadings” sio usados para determinar quais varidveis sdo importantes para
descrever a variagio do conjunto de dados originais. Eles sdo o cosseno do dngulo formado
entre os eixos dos componentes principais e as variaveis originais, como citado anteriormente,
e descrevem a maneira como as medidas originais das variaveis estdio relacionadas com cada
novo eixo de componentes principais. Conforme o valor de loading se aproxima de 1 (ou -1),
o éngulo entre a componente principal e a variavel original se aproxima de 0° {ou 180°). Isto
indica que a componente principal é paralela a varigvel, significando que esta variavel
contribui muito para a variagio da componente principal [89]. Se o cosseno tiver valor

‘proximo de zero, o dngulo citado serd proximo de 90° neste caso, sendo perpendicular a
componente principal, a varidvel ndo contribui em nada para descrever a varidncia daquela
componente principal.

Ao interpretar os “loadings™ é importante verificar a influéncia de uma componente
principal no modelo final. Uma varidvel com “loading” préximo de 1 indica, conforme
discutido, que esta varidvel contribui muito para a varidncia descrita pela componente
principal; entretanto, caso esta componente principal ndo descreva uma grande quantidade de
variagdo dos dados, entdo 2 variavel ndo tem uma real importéncia para o modelo.

Os “loadings” podem também ser usados para auxiliar na deteminagio da
dimensionalidade intrinseca do conjunto de dados. Isto é conseguido examinando um grafico
de “loadings” vs nimero da varidvel e determinando o ponto a partir do qual os “loadings”
comegam a ter uma distribuigio aparentemente aleatoria. No entanto, este tipo de anilise s6
funciona bem se os dados sio provemientes de instrumentos cujas respostas sejam
caracteristicas - (por exemplo, espectroscopia, cromatografia). As componentes principais
relevantes descrevem variagbes sistematicas, e portanto os “loadings” também tero uma
caracteristica definida. Quando as respostas instrumentais ndo tém uma forma esperada bem
definida esta analise ndo € apropriada [85,89].



- Analisando um grdfico de “scores”

Os “scores” sdo as coordenadas das amostras no novo sistema de coordenadas onde os
eixos sdo definidos pelos componentes principais. Estes novos eixos sdo usados para
visualizar as variagbes relevantes no conjunto de dados, usando um mimero menor de
dimens3es. Os graficos mostram como as amostras estio relacionadas umas s outras, dadas as
medidas que tenham sido feitas. Amostras que estdio proximas umas das outras num dado
grafico de “scores” sdo similares com relagdio as medidas originais, supondo que este grafico
apresente uma quantidade suficiente da varidncia total dos dados. Esta proximidade
mateméatica se traduz em similaridade quimica desde que as analises feitas tenham sido
significativas [85,89].

Num modelo matematico as incertezas nas concentragdes calculadas podem ser
estimadas porque as concentragdes previstas sdo coeficientes de regressdo de uma regresséo
linear (sdo os chamados erros estatisticos de previsdo, para diferencia-los de simples residuos
de concentragdes). Estes erros representam as incertezas nas concentragdes previstas causadas
por desvios do modelo, ruidos experimentais e grau de superposigio espectral.

A construcio dos modelos

A etapa de construgio do modelo de calibragfio comeca com a selegio de um conjunto
de amostras (no caso deste trabalho, os espectros na regifio UV — Vis) cuidadosamente
escolhidas para que sejam representativas de toda a regidio a ser modelada. Estes serdo os
padrdes (conjunto de calibragiio) utilizados na construgdo de um modelo apropriado para
relacionar as respostas instrumentais com a concentragiio, na forma

y=X£8
ond: B_-é o vetor de regressio, que se deseja calcular. Isto se torna trivial por meio da
decomposigdo de valores singulares, devido as propriedades das matrizes dos “loadings” e

“scores”. Neste caso tem-se



y=USV'g = B =VSsluy

o que ¢ obtido pelo MATLAB com os comandos colocados no Apéndice II.

A decisdo sobre o nimero k de componentes principais a ser utilizado no modelo sera
discutida mais adiante.

Um aspecto caracteristico do método PCR ¢ a construgiio das componentes principais
utilizando unicamente as respostas instrumentais (X) sem levar em consideragio informagdes
provenientes das concentragbes (y). Isto pode se constituir numa fragilidade do método no
caso em que o analito de interesse tem um sinal muito fraco e portanto ndo influencia
fortemente nas primeiras componentes principais, fazendo com que um nimero maior delas
seja necessario para a construcéio do modelo [87].

Outro método de regressdo que utiliza a modelagem de componentes principais € o
PLS, que contorna a dificuldade caracteristica do PCR descrita acima usando a informagio das
concentragdes na obtengdo dos fatores, 0 que 56 € justificavel se tais concentragdes tiverem
valores ponﬁéveis. O primeiro fator, neste caso chamado de variavel latente, descreve a
dire¢do de maxima varidncia que também se correlaciona com a concentragéo.

As varidveis latentes sdo, na realidade, combinacBdes lineares das componentes
principais calculadas pelo método PCR. Ha vérios algoritmos para calcular a decomposigio
usada em PLS. Os dois mais populares sdo NIPALS [85,90] e SVD. Kowalski e Seasholtz [90]
apresentamn um algoritmo simples para PLS que usa a decomposi¢do de valores singulares.
Como no caso anterior, 0 método PLS assume um modelo inverso. A matriz de dados X é
decomposta em trés matrizes, como no método PCR, embora por outro processo [91].

A preferéncia de um dentre estes dois métodos néio pode ser aconselhada de uma forma
genérica uma vez que ambos sdo, em geral, igualmente eficientes e as pequenas variagdes
dependem de caso para caso.

Antes da aplicaciio do modelo construido, 0 mesmo deve ser validado com o objetivo
de testar a sua capacidade preditiva; sem esta etapa néo ha sentido em prosseguir. A validagdo
consiste em testar o modelo prevendo concentragGes de amostras (de preferéncia ndo usadas
na sua construgdo), para estabelecer se ele de fato ira refletir 0 comportamento do analito de
interesse. Durante a etapa de validagéo dois fatores devem ser considerados:
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1- O nimero de fatores k a ser utilizado no modelo (mimero de componentes
principais ou numero de varidveis latentes).
2- Detecgdo de “outliers” (amostras anomalas).

Para a determinagéio das componentes principais que serdo emﬁregadas na modelagem,
o ideal seria a utiliza¢io de um conjunto-teste de dados. Entretanto, na maioria das vezes isto
ndo ¢ possivel pois pode ser um processo demorado e caro. Uma alternativa pritica, ¢ que
funciona bem, € o método de validag@o cruzada [92].

A validagio cruzada ¢ uma metodologia utilizada para a escolha do mimero de
componentes principais baseada na avaliagio da magnitude dos erros de previsdo de um dado
modelo de calibragdo. Esta avaliagdo é feita pela comparagiio das previsdes das concentra¢oes

" previamente conhecidas (c, i=l: n) , € em resumo consiste do seguinte:
1-Remove-se uma ou mais amostras i do conjunto de calibragio e constrdi-se o modelo

como anteriormente.

2-Usa-se o novo modelo para prever os dados removidos Ci
3-Calcula-se o erro de previséo (e - c,)‘
4-Calcula-se a soma dos quadrados dos erros de previsdio:. PRESS (“prediction error

2.(c "ei)z

sum of squares™) ¢ ou a raiz quadrada, RMSEP(“Root Mean Square Error of

2 (e - ai)z

i

Prediction”), que é na realidade um desvio padréo, n , onde n é o nimero de
amostras do conjunto de calibragéo.

O RMSEP determina a precisdo e a acuricia da previsdo de concentracdes. Ele da o
espalhamento dos erros de concentragdes num valor similar ao desvio-padréio, com as mesmas
unidades dos valores de concentragfio. Os comandos em linguagem MATLAB sdo mostrados
no Apéndice IL |

O processo € repetido para modelos com uma, duas e assim por diante, componentes
principais. Para cada sistema em estudo, o mimero mais adequado de fatores, k, serd o
correspondente ao menor valor de PRESS [83,90].
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A detecgio de “outliers” ¢ tdo importante quanto a determinagfio do ntimero de
componentes principais que serdo empregadas no modelo. Ao verificar a qualidade do
conjunto de calibragio, deve-se assegurar de que as amostras formam um conjunto
homogeéneo, removendo-se aquelas amostras que sdo solitarias. Para a detecgdo de “outliers”,
usam-se duas grandezas complementares. “leverage” e residuos de Student.

A “leverage” é uma medida da influéncia de uma amostra no modelo de regressgo. Um
valor de “leverage” pequeno indica que a amostra em questio influencia pouco na construgio
do modelo de calibragéio. Por outro lado, se as medidas experimentais de uma amostra sio
diferentes das outras do conjunto de calibragéio, ela provavelmente ter uma alta influéncia no
modelo, que pode ser negativa. Em geral, estas amostras solitérias estdo visiveis no grafico de
“scores”. A “leverage” pode ser interpretada geometricamente como a distincia de uma
amostra ao centréide do conjunto de dados e é calculada segundo a equagéio (7)

h, = "rl; + (xi - i.)t (xtx)—l (xi - i) (7

onde x; é 0 espectro da i-ésima amostra, X é o espectro médio e X*X & a matriz de variancia-
covaridncia. Pela expressdo acima, vé-se claramente que a “leverage” é uma fungdo da
disténcia da amostra & média ¢ das correlagGes entre as variaveis.

Outra maneira bastante simples de se calcular “leverage” é medindo a distincia de uma
amostra a0 centro do conjunto através do calculo da distincia Euclideana no espago das

componentes principais

H=TT!
onde T ¢ a matriz dos “scores”. Os elementos da diagonal de H hy, estdo diretamente
relacionados com os valores da “leverage”.
Existe uma regra prética que nos permite distinguir amostras andmalas: as amostras

com h;>h o4, onde

h¢i'it = 3nk »

sao consideradas suspeitas & devem ser analisadas caso a caso. Aqui, n é o mimero de
amostras do conjunto de calibragio e k é o mimero de componentes principais ou varidveis
latentes. Amostras com altas leverages (maior que trés vezes a leverage média) devem ser

mais cuidadosamente analisadas, mas no entanto elas nfo sio necessariamente outliers ou
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_ amostras ruins; simplesmente tém uma influéncia maior no modelo. Tais amostras precisam
‘ser investigadas porque amostras com alta concentragio tém alta leverage e ndo
‘necessariamente tém influéncia adversa no modelo mas um outlier verdadeiro tem alta
leverage e causa problemas na modelagem.
E interessante, ainda, analisar os residuos das concentragoes [93] que sdo calculados,
por exemplo, por validagdo cruzada. Amostras mal modelades tém residuos altos. Para obter a
influéncia de cada amostra em particular, temos o residuo de Student, que, para a amostra i, é
dado pela equacdo (8)

onde Lresq ¢ 0 residuo da concentragio da amostra i corrigido pela “leverage” (veja no
Apéndice II os comandos MATLAB para o calculo da leverage e dos residuos de Student).

Supondo-se que os residuos de Student sio normalmente distribuidos pode-se aplicar
um teste t como indicativo, para verificar se a amostra est4 ou niio dentro da distribuigio com
um nivel de confianga de 95%. Como os residuos de Student sfio definidos em unidades de
desvio padrio do valor médio, os valores além de £2,5 s@o considerados altos sob as condigdes
usuais da estatistica.

Existem quatro possibilidades quando se analisam graficos de leverage vs residuos de

Student [85]:

a) leverage baixa, |residuos| < 2,5: estas amostras tém medidas que n#o estdio fora do normal
quando comparadas com as demais amostras do comjunto de calibragdo ¢ suas
concentragdes estdo sendo bem previstas pelo modelo;

b) leverage baixa, residuos altos: isto indica que as medidas para uma dada amostra sdo
similares as do conjunto de calibragio, porém estd havendo ma previsio das
concentragdes. Uma vez que a pequena leverage nio indica que exitem medidas andmalas,
o problema geralmente se encontra nos valores de referéncia das concentracdes
(concentragOes usadas no conjunto de calibragéo).
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¢) leverage alta e jresiduos| < 2,5: indica que as medidas experimentais de uma amostra séio
diferentes das medidas das outras amostras do conjunto, mas ainda assim as concentracdes
estdo sendo bem previstas. Este caso pode ou néo indicar um problema com esta amostra
em particular. Relembrando, uma amostra n#io ¢ necessariamente um outlier s6 porque tem
alta leverage. Ela pode estar no limite do espago experimental e assim ter alta leverage. Por
outro lado, a razio pela qual a amostra tem concentragio bem prevista é que esta alta
leverage forgou o modelo a ajustar bem esta amostra.

d) leverage alta, residuos altos: indica que existem problemas com as medidas experimentais
¢/ou com os valores das concentragdes no conjunto de calibrago. Devido a possibilidade
de o modelo estar sendo forgado para ajustar estes pontos influentes, ha forte
recomendacgfio de se reanalisar as medidas e as concentragdes das espécies quimicas usadas
na calibragdo.

Etapas finais

Uma vez validado e otimizado o modelo esta pronto, isto €, o niimero de fatores k esta
definido e as amostras andmalas foram detectadas e excluidas. Como resultado, obtém-se o
vetor de regressdo “beta” (B), que serd entio usado para a previsdo da concentragdo, Cprev, de
novas amostras (do conjunto de previs&o):

C prev =x}vrev B

onde Xprev contém o espectro de uma nova amostra.

Entretanto, se o objetivo é prever concentragbes de novas amostras, para que os
resultados se]am confidveis, é necessario que todas estas novas amostras estejam na mesma
faixa de concentragdes daquelas usadas na etapa de calibragfo.

Um ponto ainda a ser comentado é o vetor de regressao (B). E interessante notar que se
a resposta instxﬁmental do analito de interesse é ortogonal &s outras respostas, isto €, se nio ha
superposi¢do de bandas no espectro, o vetor de regresséo € igual & resposta do analito, a menos
de um escalar. Por outro lado, se hd alguma superposigio o vetor de regressio perde as
caracteristicas individuais do analito, e neste caso uma interpretégio qualitativa do vetor de
regressdo deve ser feita com nita cautela [87].
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O método OLS (“ordinary least squares”)

Entre os métodos mais simples de calibragdo multivariada encontra-se o0 OLS. Em se
tratando de ensaios envolvendo espectroscopia, este método é aplicavel nos casos em que
estdo disponiveis os espectros puros dos compostos (ou seja, se conhece o espectro de cada
composto que se quer guantificar).

O problema nos casos estudados neste trabalho sempre foi determinar a quantidade de
um ou mais compostos a partir de espectros na regiio UV-Vis registrados em intervalos curtos
¢ regulares de tempo.

Com o espectro puro (A) de um composto, obtido a partir de uma solugéo cuja
concentragdo ¢ bem definida (c) é possivel determinar os valores de absortividade molar (&)
em todos os comprimentos de onda, usando a lei de Beer (A = €c, se o caminho optico €
unitirio). Para isto, basta dividir cada valor de absorbancia pelo valor da concentracéo [94].

Tendo um conjunto de espectros registrados em varios tempos (uma nova matriz A)
pode-se calcular a concentragdo do composto de interesse em cada tempo usando novamente a
lei de Beer; trabalhando na forma matricial a expresséo é obtida da seguinte maneira:

A=gc (b=1)

E preciso isolar c; para isso ¢ deve ser eliminado do membro direito, através da
multiplicaggo por &”. Porém, como & niio é uma matriz quadrada, ndo ¢ possivel obter sua
inversa. Assim, multiplica-se € pela sua transposta antes de fazer a invers3o.

g A=¢g’e ¢
) e’ A=(%) e ¢
c=(’c)' e’ A ©)
onde ¢ é uma matriz contendo as concentragSes do composto em cada tempo, € é a matriz
com os valores dos coeficientes de absortividade molar calculados na etapa anterior ¢ A
contém as absorbincias medidas para cada comprimento de onda e cada tempo num
experilhento de transporte através de membranas, no caso deste trabalho. Na parte de
discussdo, com exemplos numéricos, mais detalhes serio dados para auxiliar na compreensio
do método e como ele se aplica quando estéio presentes mais de um composto além de algumas

outras informagdes a respeito do TLD (“tri linear decomposition™), utilizado em alguns casos.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € o estudo dos processos de transporte de espécies
quimicas através de membranas liquidas hidrofobicas empregando varios solventes, através do
meétodo BLM. Pbde—se dividir o estudo em trés partes principais, A, B e C. Nas trés etapas
serdo empregados métodos de calibragiio multivariada nas quantificagdes, comparando alguns
deles entre si e destacando as vantagens em relagio aos métodos univariados mais comuns.

Na parte A o que se procura € verificar o efeito do solvente, da temperatura, da
concentragdo inicial e tamanho das espécies sobre as taxas de transporte das mesmas mediado
por um carregador macrociclico do tipo éter coroa, usando métodos de calibragdo multivariada
para as quantificacSes das espécies na fase de recebimento do sistema. Outro objetivo desta
parte ¢ a investigag@o da relagdo entre o comportamento do transporte de espécies bioativas
através de membranas liquidas hidrofobicas e a atividade biolégica destas espécies sobre
microorganismos.

Na parte B o objetivo é o estudo dos processos de transporte de amino 4cidos
utilizando micelas reversas de surfatantes anidnicos e catidnicos com dois tipos de solvente,
avaliando o efeito de interagéio das espécies nas taxas de transporte.

Na parte C ser4 estudado o transporte de uma vitamina hidrossolavel (acido ascérbico),
avaliando o efeito da temperatura, concentragio de acido fenilbordnico (carregador), de um
agente antioxidante, do solvente e da concentrag@io inicial da vitamina sobre sua taxa de
transporte.

Para complementar o trabatho ¢ estudada a influéncia de se colocar uma segunda
vitamina (riboflavina), menos solivel em agua que o 4acido ascorbico, aplicando
planejamentos fatoriais para verificar o efeito do solvente e da concentragdio do carregador na

membrana sobre os valores calculados para as taxas de transporte.
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PARTE EXPERIMENTAL

Todas as etapas que envolveram experimentos de acompanhamento cinético do
transporte de espécies através de membranas foram realizadas com o mesmo sistema, que sera
descrito a seguir.

Numa cela de Schulmann (um tubo em U) sdo colocadas trés fases distintas: uma solugio
de um composto carregador em solvente orgénico (membrana), uma solugio aquosa contendo
as espécies que se deseja transportar (fase fonte) e uma soluglio aquosa cuja composigio
inicial depende do tipo de transporte que se deseja estudar (fase de recebimento). A Figura 11
mostra esquematicamente a cela de Schulmann e as fases enumeradas Todos os experimentos
- foram feitos sob agitagio magnética, a cerca de 45 rpm, com controle de temperatura.

—fA—f
=111
F. RECEBIMENTO
(R)
-1
FONTE MEMBRANA

("
. Figura 11: A cela de Schulmann e a posigéo das fases no sistema

PARTE A
. Experimentos com o éter coroa 18C6 como carregador: o transporte de K*

Nestes experimentos foram usados varios compostos e entre eles ha dois pares de
isdmeros e trés séries homodlogas (os bactericidas), conforme mostrado na Tabela 2.

Preparag@o dos sais de potassio:

A massa adequada de cada fenol e cerca de 1,2 g de KOH foram dissolvidos em 1 L de
agua destilada, sob vigorosa agitac&o mecinica.
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O KOH estd sempre em excesso para garantir que todo o fenol tenha sido consumido e
que o meio esteja em pH alcalino, a fim de manter o composto formado em sua forma
ionizada. A reagfio que ocorre ¢ exemplificada com o 2-nitrofenol;

| OH O°K*
NO2 . NO-
+ KOH —p + Hy0

(soD) (sol) (sol) Y]

Tabela 2: Compostos empregados no transporte de K*

Isomeros
1 2-nitrofenclato (2NP) e 4-nitrofenolato (4NP)
2 2 4-dinitrofenolato (2,4DNP) e 2,5-dinitrofenolato(2, SDNP)
Séries homolégas
1 3-alcoxifenolatos (n=0a4; 3-metoxi- a 3-propoxifenolato)
2 4-alcoxifenolatos (n=0a4; 4-metoxi- a 4-propoxifenolato)
3 parabens (n=0a4; metil-a propilparaben)
QOutros compostos
2.4, 6-trinitrofenolato (picrato, PIC)
benzoato (Benz)
salicilato (Sali)

Al: Transporte individual e simultineo

Com os compostos 2NP, 4NP, 2,4DNP e 2,5DNP foram feitos experimentos cinéticos
de transporte individual e de misturas binarias 2NP + 4NP, 2NP + 2,4DNP e assim por
diante). A concentragio dos compostos na fase fonte foi sempre 1,0.102 molL™; como
membrana foi usada uma solugdo 1,0.10% molL™ de éter coroa 18C6 (1,4,7,10,13,16-
hexaoxaciclooctadecano) em cloroformio, cloreto de metileno ou tetracloreto de carbono;
como fase de recebimento foi usada agua destilada. Os ensaios com apenas um composto
foram feitos a iS, 25 € 35°C e os com misturas binarias foram realizados a 25 e 35°C ¢ apenas
em CHCl; e CH;Cl,.

Em cerca da metade dos experimentos feitos com a membrana liquida contendo o
carregador, outro experimento era feito em paralelo, sem este composto. Todos os ensaios

foram realizados pelo menos em duplicata, e os resultados que serio apresentados sdo as
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medias destas medidas. Na Tabela 3 estdo descritas as condi¢des de cada um destes
experimentos.

A determinagdo da taxa de transporte de potassio nestes estudos é feita indiretamente,
determinando a quantidade de cada dnion que € detectado na fase de recebimento, como sera
discutido mais tarde.

As medidas foram feitas usando um sistema de fluxo continuo contendo a cela de
Schulmann, um agitador magnético e uma bomba peristaltica, acoplado a um

espectrofotdmetro com arranjo de diodos HP 8453 conforme mostrado na Figura 12.

Figura 12: O sistema empregado nos experimentos de transporte

Os métodos utilizados para a quantificagdo do transporte foram o OLS e o PLS. Para a
constru¢do do modelo via PLS foram preparadas quinze misturas com os quatro compostos e
mais quatro solu¢des com apenas um deles por vez. Os espectros UV — Vis na faixa entre 190
e 820 nm destas solugdes contendo apenas um composto foram utilizados para a quantificagdo

pelo método OLS.
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Tabela 3 : Experimentos com os nitrofenolatos de potassio

#Exp. | Composto | Temp.("C) | Solvente | # Exp. | Composto | Temp.(°C) | Solvente
1 A 15 CH,Cl, 31 D 25 CH,Cl,
2 A 15 CHCY, 32 D 25 CHCl,
3 A 15 CCl, 33 D 25 CCL
4 A 25 CH,Cl, 34 D 35 CH,CL,
5 A 25 CHCl; 35 D 35 CHCl,
6 A 25 CCL 36 D 35 CClL
7 A 35 CH:CL, 37 A+B 25 CH,Cl,
8 A 35 CHCl, 38 A+B 25 CHCY;
9 A 35 CCL 39 A+B 35 CH,ClL,
10 B i5 CH,Cl, 40 A+B 35 CHCl,
11 B 15 CHCI; 41 A+C 25 CH.CL;
12 B 15 CCL 42 A+C 25 CHCl;
13 B 25 CH,Cl, 43 A+C 35 CH.ClL;
14 B 25 CHCl; 44 A+C 35 CHCl;
15 B 25 CCL 45 A+D 25 CH,Cl,
16 B 35 CH,Cl, 46 A+D 25 CHCl,
17 B 35 CHCL, 47 A+D 35 CH.Cl,
18 B 35 CCL 48 A+D 35 CHCL
19 C 15 CH,Cl; 49 B+C 25 CH.CI;
20 C 15 CHCL 50 B+C 25 CHCL;
21 C 15 CCL 51 B+C 35 CH,CL,
22 C 25 CH,Cl, 52 B+C 35 CHCl;
23 C 25 CHClL 53 B+D 25 CH.Cl,
24 C 25 CCl 54 B+D 25 CHClL
25 C 35 CHClL, 55 B+D 35 CH,CL,
26 C 35 CHCl, 56 B+D 35 CHCl,
27 | C 35 cCL | 57 C+D 25 CH,CL,
28 D 15 CH,CL, 58 C+D 25 CHClL
29 D 15 CHCl; 59 C+D 35 CH,Cl,
30 D 15 CCL 60 C+D 35 CHCl;

A = 2-nitrofenolato B = 4- nitrofenoclato C = 2,4- dinitrofenolato D = 2,5- dinitrofenolato




Parte Experimental 49

A2: Estudos comparatives do transporte

Foram utilizados 2NP, 4NP, 24DNP, 2,5DNP, Benz ¢ Sali para um estudo
comparativo do transporte de isdmeros e de compostos que tém estrutura muito semelhante.

Para cada sal de potéssio foi preparada uma solugiio 5,0.10° mol. L™ ; para os sais 2,4-
e 2,5~ dinitrofenolato foram feitas ainda solugdes 1,0.10%, 5,0.10* e 1,0.10® mol.L", a fim de
verificar a influéncia da concentraggo inicial dos compostos sobre as taxas de transporte. A
fase de recebimento foi dgua destilada e 2 membrana consistiu de uma solugdo 1,0.10% mol.L*
do éter coroa 18C6 dissolvido em CHCl3 ou CH;Cl,, sendo mantida a temperatura a 25 °C.

Outros trés estudos foram feitos, com o objetivo de determinar a ocorréncia de efeitos
sinérgicos ou antagbnicos nos processos de transporte e aplicar os varios métodos de
calibragdo multivariada, comparando os resultados entre si. No primeiro estudo foi
demonstrada a necessidade de tais métodos, ao fazer a comparacdo com os resultados obtidos
pelos métodos tradicionais, univariados. A Tabela 4 descreve estes estudos,

Tabela 4: Estudos complementares do transporte de K* |

# Experimento Sais de potissio Método de quantificaciio
A3 Sali; 2,4DNP; 2, 5SDNP Univariado; PLS
A4 PIC; 2,4-DNP; 2,5-DNP PLS
AS 2NP; 2,4DNP, 2,5DNP OLS; TLD

A3 : Estudos com Sali - 2,4DNP - 2,SDNP

Inicialmente foi verificado, para cada composto, qual era o comprimento de onda no
qual havia maior absorgéo; tais comprimentos de onda (280, 428 ¢ 437 nm para Sali, 2,ADNP
¢ 2,5DNP, respectivamente) foram usados para fazer os estudos com calibragiio univariada
convencional §.

Para comparar estes resultados com os que seriam obtidos com os modelos

“multivariados foram preparadas solugdes 1, 2 ¢ 3,0.10° mol L™, que foram analisadas num
espectrofotometro com arranjo de diodos HP 8452A. Os valores de absorbancia medidos

’0mﬁodou@aﬂa&demlibm¢dom&wmcom&,mdeﬁhs,emquﬂmﬁvwdeqﬁﬁmmaﬁﬁm;
por exemplo Skoog, West & Holler [95] i
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foram aplicados nas equagGes da calibragdo univariada e novos valores de concentragfo foram
calculados. O erro percentual em cada caso foi calculado usando a equagdo (10)

E(%)=[(C”“’"g_c"‘“’)]*100 0
!

rea

Métodos multivariados

Partindo de uma solugio de concentragio 1,0.10° molL' foram preparadas 15
misturas contendo os trés sais, com concentragio total entre 8,0.10” ¢ 4,0.10* mol L. Nove
destas solugdes foram usadas na etapa de calibragdo e as seis demais serviram na etapa de
validagéo. _

Utilizando o espectrofotdmetro HP8452 A foram registrados os espectros na regido

entre 190 e 820 nm, com intervalos de 2 nm; com isso foram coletados 316 valores de
 absorbancia (a cada 2 nm tem-se uma variavel, ou seja, um valor de absorbancia). Entretanto,
neste estudo somente a faixa entre 270 e 550 nm (141 varidveis) foi importante.

Para os experimentos de cinética desta etapa as solugSes colocadas na cela de
Schulmann foram: como fase fonte uma solugéo 1,0.10% mol.L! em cada sal; como membrana
uma solugiio 3,0. 102 mol. L de éter coroa 18C6 em cloroférmio (quantidade que garante que
o 18C6 nfo serd um agente limitante para o transporte) e como fase de recebimento, agua
. destilada.

~ Os espectros da fase de recebimento foram obtidos em intervalos de cinco minutos.

Usando o método PLS foi possivel encontrar, simultaneamente ¢ em cada tempo, a
concentragio de cada um dos compostos transportados; com estes valores novas curvas foram
calculadas através de regressiio linear e as taxas de transporte calculadas (coeficientes
angulares das curvas).

A4: Estudos com PIC - 2,4DNP - 2,5SDNP

Para este estudo foram preparadas quinze misturas com concentragdes diferentes de
cada um dos compostos (picrato, 2,4-dinitrofenofato e 2,5-dinitrofenolato), e seus espectros
foram registrados num espectrofotdmetro com arranjo de diodos HP 8452A, para a
modelagem via PLS.
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Os espectros foram registrados entre 190 e 820 nm, em intervalos de 2 nm; foram
usadas, entretanto, 156 varidveis, que correspondem s absorbéancias entre 220 e 530 nm.

Como fase fonte foi usada uma mistura 1,0.102 molL" em cada composto. A
membrana empregada foi uma solugio 3,0.10% mol L™ de éter coroa 18C6 em cloroférmio,
sendo a fase de recebimento apenas 4gua destilada.

Os espectros da fase de recebimento foram registrados em intervalos regulares de cinco
minutos; a partir destes espectros e do modelo recém construido, foi calculada a concentragio
de cada composto em cada tempo e determinada a taxa de transporte de cada um.

AS:Estudos com 2NP - 2,4DNP - 2,5DNP

Como fase fonte foram usadas as misturas indicadas na Tabela 5. O nimero reduzido
de misturas ¢ devido & natureza do método usado nas quantificagdes (TLD). Como membrana
foi preparada uma solugio de 13C6 em cloroformio em concentracio suficiente para garantir,
como no caso anterior, que o carregador seja suficiente para nio provocar alteragGes devido a
efeito de agente limitante no transporte. Os espectros da fase de recebimento (agua destilada)
foram registrados para as trés misturas ternarias em intervalos de um minuto, durante 91
minutos, na regiio entre 190 e 820 nm.

Tabela 5: Mistm'as usadas no estudo de transporte quantlﬁcado por TLD (fases -

fonte)
Mistura # 2NP] 2, 4DNP] 2, SDNP]
x 10°mol.L1 x 10°mol.L? x 10°mol. L}
01 3.0 15 40
02 1,5 15 5,0
03 3.0 1.0 3.0 .
04 - 1,5 ' 5,0

.Neste caso os conjuntos de dados em trés dimensdes (comprimento de onda vs tempo
‘vs miimero de amostras) de tamanho 316 x 81 x 3 séo obtidos colocando sequencialmente os
espectros registrados a cada tempo.
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A6: Estudos com os bactericidas

Para verificar qualitativamente a passagem de um dado composto através da membrana
liquida (ou seu acimulo na membrana) foram obtidos espectros UV - Vis da membrana e da
fase de recebimento na regiio de 190 a 820 nm, num espectrofotdmetro HP 8452A, com
experimentos semelhantes aos anteriores, a 25°C. Posteriormente foram realizados novos
experimentos num espectrofotdmetro HP 8453 e os resultados estdo em boa concordincia com
os anteriores. As solugdes preparadas como fase fonte tiveram sempre pH > 10 € concentragio
do soluto 1,0.10° mol.L"!, A concentragio do éter coroa 13C6 na membrana de cloroférmio ou
diclorometano foi de 1,0.10Z% mol.L™.

Na Tabela 6 sdo mostradas as condigdes experimentais desta etapa.

Tabela 6: Experimentos com os bactericidas

Bactericida Solvente
3-metoxi a 3-butoxifenolato CHCl,
4-metoxi a 4-butoxifenolato CHCl,

metil a butilparaben CHCl;
3-metoxi a 3-butoxifenolato CH:Cl;
4-metoxi a 4-butoxifenolato CH,Cl,
metil a butilparaben CH.Cl,

Microcalorimetria

Nesta parte do trabalho foi necessério preparar inéculos de microorganismos. As
suspensdes de células de S. cerevisiee utilizadas nos experimentos foram padronizadas sendo
que para tamto, foi preparada uma suspensdo estoque de 5,0577 g de microorganismo em
28,5.10° L de solugdo de Ringer (25 g de NaCl, 1 g de KCl ¢ 0,75 g de CaCl, em 1 L de H,0)
¢ 71,5.10% L de solugio aquosa de Dimetilsulfsxido (DMSO) 11% v/v. Esta suspenséo foi
mantida sob agitagdo constante durante a retirada de aliquotas de 2.10° L, que foram
colocadas em ampolas de polipropileno. Tanto as ampolas quanto as solugdes de Ringer e
DMSO e todo material utilizado nesta preparacio foram previamente esterilizados em
autoclave a temperatura de aproximadamente 120°C e pressdo manométrica de 1 atm por um
periodo de 20 minutos. As ampolas foram encaixadas numa placa de isopor perfurada, que foi

colocada sobre uma cuba de aluminio contendo nitrogénio liquido sendo mantida a uma altura
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de 6 cm acima da superficie do nitrogénio. Apés um periodo de 10 minutos, as ampolas foram

liberadas para imerséo em nitrogénio liquido e guardadas em cilindro criogénico [96].

Foram inoculados entic 2.107 L de suspenséo de células nas solugdes dos compostos
bicativos solubilizados em tampdo alcalino. As concentragbes utilizadas sdo mostradas nas

Figuras mostradas no Apéndice V.

A suspensdo de células proveniente de um microreator de volume 50.10° L foi
bombeada para dentro da cela de fluxo de um microcalorimetro Thermometric modelo 2225
com uma bomba peristaltica, a uma velocidade de 30.10% L h?. A suspensdo de células
permaneceu sob agitagdo magnética constante e sua temperatura foi mantida em (30 + 0.5)°C
através do uso de uma jaqueta de vidro, na qual foi colocado o microreator, sendo que esta
possui circulagdo de agua proveniente de um banho termostitico com temperatura ajustada
em (30 + 0.5)°C.

PARTE B

Transporte de aminoadcidos: experimentos usando micelas reversas

B1: Transporte com micelas de AOT quantificado por TLD

Usando as misturas binarias e ternarias de aminocidos da Tabela 7 foram empregados
os métodos OLS e TLD na tentativa de obter novamente espectros puros (espectros de uma
substincia como se ela estivesse sozinha na solucdo) dos compostos a partir de experimentos
de transporte usando micelas reversas de AOT e poucas amostras (misturas), como obtido

para os nitrofendis.
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Tabela 7: Concentragtes dos aminoacidos em misturas binarias e ternérias (fases fonte)

Exp. # he] Tyr] rp]
x 10° mol.L™* x 10° moL.L? x 10° mol.L?
01 2,0 2.0 ane
02 4,0 2,0 —
03 2,0 4.0 —
04 4,0 4,0 —
05 4,0 2,0 2.0
06 2,0 — 4,0
07 4,0 — 4,0
08 4,0 2.0 4,0
09 2,0 4,0 4.0

*todas as solugGes em pH 1,5
Nesta etapa a fase de recebimento foi mantida em pH 9 e a concentragio de AOT foi
sempre 4,0.10° mol L™,
O conjunto de dados experimentais em trés dimensdes obtido desta vez tem o tamanho
91 x 60 x m, sendo 91 os comprimentos de onda (entre 217 ¢ 308 nm, em intervalos unitarios),
60 os tempos (30 minutos de cinética, com espectros registrados a cada 30 segundos) e n o
numero de misturas usadas nos célculos via TLD.

B2: Qutros experimentos com Aerosol-OT

Na determinagio das taxas de transporte dos aminoéacidos isolados ou em misturas
binarias ou ternarias foi empregado o sistema de monitoramento continuo da absorbéncia da
fase de recebimento em tempo real, utilizando um sistema de fluxo continuo idéntico ao usado
nos casos anteriores (pagina 47). Os aminoécidos usados na fase fonte e algumas condigdes
experimentais estdo na Tabela 8.

Misturas de aminoécidos foram preparadas em virias concentragbes de cada um e nos
pH’s 9, 10 e 11 para a modelagem via PLS. Para o método OLS foram usadas as solugdes
mais concentradas com apenas um composto na obtengdo dos coeficientes de absortividade
molar. | |

Num dos ramos da cela de Schulmann foi colocada a fase fonte, sempre solugdes
~ aquosas 4,0.10® mol.L” dos aminoacidos em pH = 1,5. Como membrana foi empregada uma
solugiio de bis- [2-etilhexil] sulfosuccinato de sédio (Aerosol OT, AOT) em cloroformio e
posteriormente em diclorometano, em duas concentragdes (5,0.10° e 1,0.10% molL™")
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apropriadas para a formagao de micelas reversas nestes solventes. A fase de recebimento foi
constituida de solugéo aquosa com pH =9, 10 ou 11, conforme o experimento (ver Tabela 8).
A agitagéo magnética foi mantida durante todos os experimentos, a cerca de 45 pm.

Durante 30 minutos, em intervalos de 30s, foram registradas as absorbancias para todos
0s comprimentos de onda entre 190 ¢ 1100 nm no HP8453, com intervalos de 1nm.

Antes de finalizar esta se¢do é necessario ressaltar que em todos os experimentos com
Aerosol OT a membrana foi preparada de modo a conter, inicialmente, uma certa quantidade
de agua, sempre suficiente para obter wo = 7 (ou seja, {H20]/ [AOT]} = 7).

Apos dissolver o AOT em cloroférmio ou diclorometano eram adicionados,
dependendo se a solugéio era 5 ou 10.10° molL”, 0,158.10° L ou 0315.10° L de 4gua
destilada, aos poucos e fazendo o liquido escorrer pelas paredes do baldo; estas quantidades se
referem a preparagio de 250.10° L da membrana.

Calculos para se obter wo =7 (usando a solugfio 10.10° mol.L de AOT)

Mipe /MOl 031518 0

w, = = =
* Mo Mol 11112/444,48

Medidas da quantidade de dgua nas micelas reversas de AOT por Karl Fischer:

Usando um tubo em U n#io — termostatizado foram simulados os experimentos de
transporte de aminoacidos através de membranas de cloroformio contendo AOT na
concentragdo de 10.10° mol L e wy ~ 7,

Durante 40 minutos foi realizado o processo de simulagéo do transporte de triptofano,
que foi colocado na fase fonte em concentragio 1,15.102 molL! em pH 1,5. Na fase de
recebimento foi colocada uma solugio com pH 11 e durante o experimento foi mantida
agitacdo magnética exatamente como nos demais experimentos.

No topo do ramo contendo a fase fonte foi colocada uma rolha de borracha com um
pequeno orificio por onde passava um tubo de teflon que alcangava a membrana liquida no

fundo sistema. Em intervalos de 10 minutos foram retiradas aliquotas de 1.10° L da
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membrana, que foram levadas para analise por Karl Fischer, com o equipamento Karl Fischer

Orion AF 8.
Tabela 8 : Experimentos com aminoacidos — estudo via OLS e PLS
# Exp | Espécie | [AOT] | pHrec | Solvente | # Exp | Espécie | [AOT] | pHrec | solvente
x 10° x 10°
mol L* mol L*
1 Phe (1) b} 9 CHCl; 37 1+2 5 9 CHCIl;
2 Phe 5 10 CHCl; 38 1+2 5 10 CHCl;
3 Phe 5 11 CHCl; 39 1+2 5 11 CHCl;
4 Phe 10 9 CHCl; 40 1+2 10 9 CHCl;
5 Phe 10 10 CHCl; 41 1+2 10 10 CHCI;
6 Phe 10 11 CHCl; 42 1+2 10 11 CHCl;
7 Tyr (2) 5 9 CHCI; 43 143 5 9 CHCl;
8 Tyr 5 10 CHCl; 44 1+3 5 10 CHCl;
9 Tyr 5 11 CHCl; 45 1+3 5 11 CHCl,
10 Tyr 10 9 CHCl; 46 1+3 10 9 CHCl;
11 Tyr 10 10 CHCl; 47 143 10 10 CHCl;
12 Tyr 10 11 CHCl; 48 1+3 10 11 CHCl;
13 Tep (3) 5 9 CHCl; 49 243 5 9 CHCL
14 Trp 5 10 CHCl; 50 2+3 5 10 CHCl;
15 Trp 5 11 CHCl; 51 243 5 11 CHCl,
16 Trp 10 9 CHCl; 52 243 10 9 CHCl;
17 Trp 10 10 CHCl; 53 243 10 10 CHCL;
18 Trp 10 11 CHCIl; 54 2+3 10 11 CHCI;
19 Phe 5 9 CH.Cl, 55 1+2 5 9 CH,Cl;
20 Phe 5 10 CHCl, 56 1+2 5 10 CH,Cl,
21 Phe 5 11 CH,ClL, 57 1+2 5 11 CHCl,
22 Phe 10 9 CH,Cl, 58 1+2 10 9 CH,Cl; |
23 Phe 10 10 CH,Cl, 59 1+2 10 10 CH.Cl,
24 Phe 10 11 CH;Cl, 60 1+2 10 11 CH.Cl;
25 Tyr 5 9 CHCl, 61 143 5 9 CH,Cl,
26 Tyr 5 10 CH,Cl, 62 143 5 10 CHCl, |
27 Tyr 5 11 CH;Cl, 63 1+3 5 11 CH.CL,
28 Tyr 10 9 %Clz 64 1+3 10 9 CHzClz
29 Tyr 10 10 CH,Cl, 65 1+3 10 10 CH:CL, |
30 Tyr 10 11 CH,Cl, 66 143 10 i1 CH,Cl;
31 Trp 5 9 CH,Cly 67 243 5 9 CH.ClL,
32 Tip 5 10 CH,Cl, 68 243 5 10 CHCl,
33 Trp 5 11 CH,CL, 69 2+3 5 11 CH,(Cl,
34 Trp 10 9 C%Clz 70 243 10 9 CHzClz
35 Trp 10 10 CH,Cl, 71 2+3 10 10 CH.Cl
36 Tl‘p 10 11 CHEClz T2 243 10 11 CH,Cl,
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B3: Experimentos com TOMAC

Alguns experimentos de transporte foram realizados empregando como carregador
micelas reversas de um surfatante catiénico, o cloreto de trimetiloctilamdnio (TOMA,
TOMAC, Aliquat 336). Nestes casos a fase fonte foi constituida dos aminoacidos em solugido
1,0.10? molL? em pH 11 (apenas um aminoécido de cada vez). A fase de recebimento,
também analisada por espectroscopia UV-Vis com o HP 8453, foi uma solugdio com
concentragio de cloreto entre 0,5 ¢ 1,0 mol. L. As concentra¢des de TOMAC na membrana

* liquida de CHCI; estdo indicadas na Tabela 9.

Tabela 9: Experimentos com micelas reversas de TOMAC

Aminoécido [TOMAC] x 10 molL*
Phe 300
Phe ‘ 100
Phe 50
Phe 20
Trp 300
Trp 100
Trp 50
Trp 20
Tyr 300
Tyr 100

B4: Experimentos com DODAC

Na investigagdo do transporte por micelas reversas foi feita ainda outra série de
experimentos, usando o cloreto de dimetildioctadecilamdnio (DODAC, Herga). Este surfatante
foi doado pela Herga Indistrias Quiniicas Ltda., RJ, e foi submetido a secagem em estufa a
cerca de 50°C pbr dois dias, a fim de eliminar o excesso de 4lcool presente. Apds a secagem o
material apresentou-se como uma massa compacta, clara, que foi facilmente pulverizada em
almofariz. Com este composto foram realizados os experimentos indicados na Tabela 10.

A concentragio de todos os aminoéacidos nas fase fonte foi sempre 1,0.10% molL” e
novamente 2 fase de recebimento foi uma solugio com cloreto em concentragio na faixa de

0,5 e 1,0 mol L.
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Tabela 10: Experimentos com o DODAC

[DODAC] x 10” mol. L™ Fase Fonte PH da Fase Fonte
50 Trp 11,0
50 Phe 11,0
50 Trp 9,0
50 Phe 9,0
50 Tyr 9,0
30 Tip 9.0
30 Phe 9,0
15 Trp 9,0
15 Phe 5.0
50 Trp 8,0
50 Phe 8,0

PARTE C

Experimentos usando dcido fenilborénico como carregador:

transporte de vitaminas

C 1: Transporte de vitamina C

Todos os experimentos com as vitaminas foram feitos usando o HP 8453 e o sistema
de fluxo continuo utilizados nos demais casos. A composi¢io das fases foi alterada
frequentemente, de acordo com o necessario para um estudo da inﬂﬁéncia de cinco fatores,
seguindo um planejamento fatorial completo 2° (32 experimentos). As variaveis em questdo e
os niveis alto e baixo de cada uma sdo dados na Tabela 11:

Tabela 11: Condi¢Bes empregadas no planejamento fatortal 2°

NIVEIS
VARIAVEIS + _
[AFB] 2.10” mol.L” 1.10” mot.L”
Temperatura 25°C 15°C
[Vitamina C] fase fonte 10.107 mol L™ 1.107 mol. L™
Glutationa presente ausente
Selvente CHCl; CH,Cl,

P . A~ * .
AFB = acido fenil bordnico ;  na fase de recebimento
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As condigBes experimentais de cada um dos 32 ensaios sdo mostradas na Tabela 12.

Na fase fonte a solugio sempre comteve glutationa, a fim de evitar a oxidagdo
prematura da vitamina C, ou seja, evitando sua transformagéio em acido dehidroascérbico, que
néio absorve na regido UV - Vis.

Apenas como esclarecimento, seja o ensaio n° 7, por exemplo. A sequéncia de sinais na
Tabela 12 indica que ele foi realizado com uma solugdo 1.10° L de AFB, a 25°C, com
10.10° mol.L” de vitamina C na fase Jfonte, sem glutationa na fase de recebimento e usando
diclorometano na membrana.

A solugdo de glutationa empregada na metade dos ensaios, bem como a concentragéio
deste composto na fase fonte, foi de 1,0.10% mol L™,

Usando o sistema de transporte descrito anteriormente foram realizados os
experimentos de acompanhamento cinético da transferéncia da vitamina. As medidas foram
feitas no HP 8453 durante 20 minutos, registrando espectros entre 190 e 1100 nm a cada 20
segundos, usando para efeito dos célculos via OLS a faixa entre 210 ¢ 560 nm.

C 2: Experimentos com misturas das vitaminas B, e C

Nestes experimentos a fase fonte foi uma solugdo 1,5.10* molL™ (esta é a
concentragio de cada vitamina, B; e C) contendo glutationa em concentragio 1,0.10°
mol.L”. A membrana liquida foi constituida de solugdes em cloroformio e em diclorometano
(um solvente de cada vez) contendo o acido fenilbordnico nas concentragdes de 1 a 8.10°
molL™ (1,2,3,...,8).

Os espectros UV — Vis da fase de recebimento, uma solugio aquosa 40.10° mol.L?
de glutationa reduzida) foram registrados a cada 20 segundos, durante 20 minutos, na regifo
entre 240 e 390 nm, com intervalos de 1 nm.

A analise dos resultados foi feita inicialmente com todos os dados, por comparagdo.
Em seguida foi feita a separagéo de grupos de resultados, a fim de usar varios planejamentos

fatoriais 22 na tentativa de verificar efeitos ndo muito claros.



Tabela 12: CondigBes experimentais dos 32 ensaios do planejamento fatorial 2°

Experimento| [AFB] (1) Temp. (2) [Vit. C] (3) | Glutat. (4) | Solvente (5)
1 - - R - -
2 + - - - -
3 - + - - -
4 + + - - -
5 - - + - -
6 + - + . -
7 - + + - -
8 + + + - -
9 - - - + -
10 + - - + -
11 - + - + -
12 + + - + -
13 - - + + -
14 + - + + -
15 - + + + -
16 + + + + -
17 - - - - +
18 + - . - T
19 - + - - +

20 + + - - +
21 - - + - +
22 + - + - +
23 - + + - +
24 + + + - +
25 - - - + +
26 + - - + +
27 - + - + +
28 + + - + +
29 - - + + +
30 + - + + +
31 - + + + +
32 + + + + +

A Tabela 13 mostra os niveis correspondentes a cada fator nos planejamentos

realizados.
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";Tabcla 13: Planejamentos no estudo do transporte simultiineo de vitaminas

FATORES | NIVEIS | PLANEJAMENTOS
1 2 3 4 5 6
- 1 2 3 4 1 2
_! + 2 4 6 8 4 8
x 10
mol.L" _
B - CH:CL | CHCl; | CH:ClL: | CH:CL: | CH,Cl; | CHCl,
Solvente + CHCY; | CHCl | CHClL | CHChL . CHCl; CHCl3

Calorimetria: quebra de ampolas

Para uma ‘anﬁlise mais detalhada dos resultados de transporte foram feitas medidas
calorimétricas da entalpia de dissolugdio das vitaminas B, e C em cloroformio e em
diclorometano, contendo acido fenilbordnico em concentragio 4.10° molL?! ou na auséncia

deste. A técnica utilizada foi a de quebra de ampclas§§ empregando um Microcalorimetro
Thermometric modelo 2225.

% Para uma descricio desta técnica ver Simoni, J. A ; Dissertagfio de Mestrado — IQ / Unicamp, 1978.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE A

Consideragdes sobre o transporte de K

O estudo do transporte de potissio através de membranas liquidas hidrofébicas
utilizando &nions orgénicos de mesmo tamanho (isdmeros) foi proposto pelo fato de que na
literatura [20,97] encontram-se diversos trabalhos que avaliam a taxa de transporte de espécies
catidnicas, porém usando sais cujos nions sdo de tamanhos muito diferentes um do outro. Os
resultados destes trabalhos séio discutidos, entdo, exatamente na diferenca do tamanho dos
@nions. Alguns dos resultados, apenas a titulo de ilustragiio, sdo apresentados na Tabela 14.
Tabela 14 : Taxas de transferéncia de varios sais [97], em solugdes 1,0 mol.L”

numa membrana de cloroférmio, com [dibenzo-18C6]=7, 0. 10 mol L™

Sal J: (mol/h) Sal Je (mol/h) Sal J: (mol/h)
x 10’ x 10 x 10’
LiCl 0 KBr 88 KH;PO, 290
LiBr 0 KNO; 250 BaCl; <1
Lil 0,33 KOH 2,10 BaBr, <1
NaCl 0,31 KAc 1,40 Bal; 280
NaBr 1,60 KBz 110 LiClO, 0,34
Nal 15 KPi® 510 NaClO, 58
KF 0,85 K;POQ, <1 KSCN 530
KCl1 6,10 K;HPO4 <1 Ca(NOs), 0,25

(@ [Kpi] =2,0.10° molL"

Com estes resultados pode-se observar que as consideragGes acerca de carga e tamanho
do anion sﬁo importantes. Como exemplo, observa-se que entre os haletos, quanto maior for
0 dnion maior serd a taxa de transporte, o mesmo ocorrendo para os demais dnions; quanto
menor a densidade de carga existente, mais rapida ¢ a transferéncia. Isso sugere que a barreira
de dessolvatagdo do dnion € um dos fatores mais importantes no controle da taxa de transporte
através de membranas liquidas hidrofobicas [98].

Ao usar dnions de mesmo tamanho é esperado que as taxas de transporte sejam muito
proximas ou iguais, segundo a equagéo de'Bom (vide pagina 6). Nos experimentos realizados
durante o periodo de mestrado foi verificado que havia uma alta | diferenca nas taxas de
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transporte dos isbmeros (vale lembrar que foi usada apenas calibragdo univariada, na época), o
que nos levou a estudar novamente este sistema, utilizando um método de quantificagio que
aumentasse a relagfo sinal / ruido e fosse menos sensivel a flutuacSes de linha base e
eventuais interferentes de natureza desconhecida.

Quando se emprega um carregador neutro em processos de transporte (caso do éter

coroa 18C6), o mecanismo envolvido ¢ chamado de simporte e estd esquematizado na Figura
13:

FONTE § MEMBRANA RECEBIMENTO
+_ - + -
MX C - MX
+ -
CMX
M+X_ I——-—-— Shnpu-te——---l-—- M+X-

Figura 13: Esquema do mecanismo simporte [7]

Quatro etapas principais descrevem este processo [7]:
1} complexagéo do cation pelo carregador, na interface da fase fonte / membrana liquida;
2) difusdio do complexo através da membrana;
3) liberagéio do complexo na interface membrana / fase de recebimento ;
4) difusio do carregador de volta através da membrana.

Conforme se observa na Figura 13, o &nion € co-transportado através da membrana,
processo necessario para manter a neutralidade elétrica do meio. Isto foi a base para a
quantlﬁcagio do potassio nos experimentos com nitrofenolatos ¢ também para a quantificagio
das drogas que se encontravam na membrana ou na fase de recebimento nos experimentos
com compostos biologicamente ativos.

' No primeiro caso foi possivel determinar diretamente a quantidade de potéssio
verificando qual era a quantidade do &nion presente na fase de recebimento, pois o complexo
éter coroa / potassio tem estequiometria 1:1 (conforme prevé o modelo CPK) e o sal utilizado
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¢ também 1:1 (cétion : &nion), de modo que para cada anion que tenha atravessado a
membrana, também um potissio terd atravessado [41]. No segundo caso, a quantificacéo
desejada ¢ a do dnion mesmo, que representara a quantidade da droga que tenha atravessado a
membrana ou se acumulado nela.

Quando carregadores macrociclicos neutros sdo usados para transportar cations, 0s
dnions devem acompanha-los (formagéio de um par idnico), como citado acima, de modo que o
efeito dos dnions é duplamente importante: quanto menos hidrofilico ele for, maior serd a taxa
de transporte esperada e este fator é independente do cation. Assim, a hidrofilicidade do &nion
afeta a taxa de transporte mas no a eficiéncia total do processo [71

O segundo efeito se relaciona a interagdes entre cations e anions, interagGes estas que
podem afetar a velocidade, a eficiéncia e a seletividade do transporte. O efeito destas
interagSes reside no fato de que, neste sistema, o transporte ¢ dirigido por um gradiente de
concentragio da espécie transportada, ou seja, o par idnico neutro formado.
| A estrutura fina de um complexo cléssico de éteres coroa & descrita tipicamente por um
arranjo coplanar dos atomos de oxigénio [27]. Tais 4tomos mantém contato 4direto com o
cation localizado no centro de uma cavidade a uma distincia interatdmica calculada
matematicamente [99-101].

Célculos realizados pelo grupo de pesquisa do Prof Dr. Rogério Custédio (IQ -
UNICAMP) mostram que, no caso de ions e cavidades de tamanhos muito proximos, o ion
permanece um pouco deslocado do plano, apesar de estar a uma distancia igual de cada atomo
de oxigénio.

Quando o cétion esta no interior do macrociclo as ligagdes siio, a priori, mais fortes,
uma vez que este se adapta exatamente no interior da cavidade. Isto também ocorre quando o
carregador pode se deformar o suficiente para permitir a aproximagio de seus heteroatomos do
cétion a ser complexado [44].

" Conforme Pedersen [102] observou, a complexacdo é fraca, de fato, quando o poliéter
¢ muito pequerio para o cition, porque existem poucos oxigénios carregados negativamente ¢
também porque o cition ndo pode estar no mesmo plano que os dtomos doadores - onde a
densidade de carga ¢ maior - ou quando o anel é muito grande, pois desta forma o cation nio
pode estar proximo o suficiente de todos os atomos doadores.
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Pode-se confirmar isto através das estabilidades dos complexos. De acordo com alguns
- pesquisadores [103, 104] o diciclohexano 18 coroa 6 (DCH18C6) apresenta uma cavidade de
aproximadamente 2,6 a 3,2 A, formando complexos 1 : 1 com cétions que tenham
aproximadamente o mesmo didmetro. Ac contrario, com cations maiores ou menores nfo sio
formados complexos 1: 1, e sim complexos de estequiometrias diferentes.

A seletividade para o potéssio sobre os demais cétions pode ser parcialmente entendida
em termos da entalpia de solvatagio. Se o cétion tem entalpia de solvatagdo pequena, o
macrociclo pode competir mais efetivamente com o solvente na formagio do complexo. A
estabilizacio entdlpica pode ser explicada pelo menor gasto de energia na etapa de
dessolvataclio do cation no solvente que tiver a menor constante dielétrica. Pode-se também
notar um efeito do solvente no sentido de que a eficiéncia total do processo de transporte

diminui, mas a seletividade aumenta uma vez que a constante dielétrica do solvente diminui
[104].

Al: Transporte individual e simultineo

As taxas de transporte calculadas via OLS para a primeira série de experimentos com
os nitrofenolatos s&o mostrados na Tabela 15.

As Figuras 14 a 19 deixam mais claras as comparag3es entre as taxas de transporte.

Nestas Figuras, o itdlico no eixo x indica que se trata de um composto em misturas
com o outro .composto que aparece no mesmo grdfico. Por exemplo, na Figura 14 as duas
primeiras colunas se referem ao 2NP, a 25°C, em CHxCl; e CHCls; as duas colunas seguintes
sﬁ;.o dos experimentos a 35°C. A quinta e sexta colunas sdo referentes ao transporte de 2NP
quando em mistura com o 4NP, a 25°C e assim por diante.



Tabela 15: Taxas de transporte de cada composto para os experimentos da Tabela 3 (via OLS)

Taxas de transporte x 10° mol.L” min”

# Exp 2NP 4NP | 2,4DNP | 2,5DNP | # Exp INP 4NP [ 2,4DNP | 2,5DNP
1 0,0150 31 0,3314
2 [ 01033 32 0.5742
3 0.0031 33 0,0022
4 0,0824 34 0,6500
5 0,0983 35 00,8274
6 0,0023 36 0,0030
7 0,0471 37 0,2502 | 0,2027
8 0,0998 38 0,1783 | 0,1809
9 0,0048 39 0,2899 | 0,2267

10 0,0162 40 0,2082 | 0,2518

11 0,0994 4] 0,3083 0,3130

12 0,0038 42 0,5841 0,4595

13 0,0800 43 0,4358 0,3554

14 0,0960 44 0,7574 0,5406

15 0,0003 45 0,5574 0,5338
16 0,1050 46 0,6660 0,6200
17 0,1330 47 0,6219 0,5892
18 0,0028 48 0,7224 0,6829
19 0,0890 49 0,2741 | 0,4098

20 0,3371 50 0,2989 | 0,4874

21 0,0013 5] 0,3059 | 0,4267

22 0,3559 52 0,3275 | 0,5074

23 0,4614 53 0,3391 0,6226
24 0,0082 54 0.3454 0,6585
25 0,4246 55 0,3868 0,5354
26 0,5319 56 0,4112 0,7066
27 0,0017 57 0,4811 | 0,6534
28 0,1251 58 0,5060 | 0,6803
29 0,2248 59 0.4907 | 0,6988

30 0,0033 60 0,5266 | 0,7241
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Figura 14 Comparagdo do transporte de K* usando 2NP e 4NP
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Figura 15: Comparagdo do transporte de K™ usando 2NP e 2,4DNP
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Figura 16: Comparagdo do transporte de K usando 2NP e 2,5DNP
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Figura 17: Comparagio do transporte de K* usando 4NP e 2, 4DNP
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Figura 18: Comparacio do transporte de K™ usando 4NP e 2,5SDNP
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Um exemplo do calculo via OLS é dado no Apéndice II. A partir destes resultados
vemos que a equagdo de Born é satisfatoriamente seguida no que diz respeito a efeito de
temperatura e tamanho da espécie a ser carregada. Com efeito, se a temperatura aumenta
temos uma diminui¢do do valor da energia potencial w, fazendo com que o transporte seja
mais rapido.

A Tabela 16 contém os raios idnicos calculados pelo Prof. Dr. Rogério Custodio
(IQ/Unicamp) através do programa desenvolvido por Takahata e Gaudio [105].

Tabela 16 : Raio idnico dos anions utilizados

Composto Raio i6nico (A)
2-nitrofenolato 2,93
4-nitrofenolato 2,93

2, 4-dinitrofenolato 3,10
2, S-dimtrofenolato 3,10
2, 4, 6-trinitrofenolato 3,24

O 2-nitrofenolato (2NP) e o 4-nitrofenolato (4NP) tém tamanhos idénticos, o mesmo
acontecendo para o par 2,4- € 2,5-dinitrofenolato (2,4DNP e 2,5DNP). Desta forma as taxas
de transferéncia sdo semelhantes para cada dupla de isdmeros, sendo que para o primeiro par o
valor é mais baixo que para os fenolatos dissubstituidos, como previsto pela equagdo de Born
(o valor da energia potencial a ser vencida é mais alto se o dnion ¢ menor) se sdo mantidas
constantes a temperatura ¢ a membrana inalterada.

A passagem dos dnions pequenos para a membrana ¢ mais dificil, ja que a esfera de
hidratacdo neste caso ¢ forte em agua porque eles tém maior densidade de carga. Por outro
lado, a sua liberagdo na fase aquosa de recebimento ¢ mais rapida. O contrario acontece com
os 4nions grandes. Sua esfera de hidratacfo é fraca em meijo aquoso mas ¢ forte na membrana,
de modo que sua extragio ¢ mais rapida; na liberag8o na segunda fase aquosa, entretanto, ha
maior dificuldade. Assim pode-se afirmar que € indispensavel que a energia de solvatagido em
4gua e sua energia de complexagdo com o carregador no solvente orgénico devem ter um certo
equilibrio para que ocorra o transporte.

Os dados de variagdo de entalpia de solugiio (em agua) e de complexagdo {com 18C6
em cloroférmio) dos compostos 2NP, 4NP e 2,4DNP, mostrados na Tabela 17, foram obtidos

calorimetricamente através da técnica de quebra de ampolas.
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Tabela 17: Dados termodindmicos obtidos para trés sais de potassio
Composto | Solubilidade | A, H° AsuiG® AsiS’ AcompterH"
molL)* | Imol') | Imol’) | K mol®) | (k¥mol?)
INP 139.10° | 19,700,534 | 22,00 14000 | 7,552 024
4ANP 457.10° | 23,99£075 | 2470 15400 | 7202031
2,4DNP 2.6510° | 31,63£051 | -26.10 19400 | -11,63% 0736

Os dados de energia livre de solugfio foram obtidos a partir dos valores de solubilidade
dos sais em agua, a 25°C, através da equagio AG*=-R T [solubilidade].

O processo de dissoluglio destes sais em 4gua envolve absorgfio de energia sendo que o
2,4DNP apresenta o valor mais alto (positivo) de entalpia de solugdo, por ser menos solvatado
~ (a solvatagdo é um processo exotérmico).

Os valores de entalpia de complexagdio e os de entalpia de solugdo indicam que o
transporte de potéssio usando o énion 2,4DNP deve ser mais efetivo em comparagdo aos
obtidos com o5 outros dois anions (NP e 4NP). Os valores de entropia de solugdo reforgam a
maior dessolvatagdo do &nion 2,4DNP em meio orginico, com consequente aumento da
entropia do sistema. |

Nao houve boa concordéncia com o previsto pela equagéio de Born em se tratando de
constantes dielétricas dos solventes e da fase aquosa. Se h4 uma menor diferenga entre a
constante dielétrica da agua ( € = 79 ) [41] e a do solvente, entfio a energia potencial a ser
vencida para a entrada da espécie na membrana é menor, facilitando o transporte. Esta
situagdo ocorre para o solvente que apresemta a maior constante dielétrica, no caso o
diclorometano (¢ =~ 8,9) [41], em seguida o cloroférmio (¢ ~ 4,8) [41] e finalmente o
tetraéloreto de carbono (g = 2,4) [41]. Como pdde ser observado, na grande maioria dos casos
as taxas com o cloroférmio foram maiores que as com diclorometano. Para o tetracloreto de

carbono o comportamento € o esperado; como se observa na Tabela 15, em todos os casos

%% Para a determinagdo das solubilidades dos derivados fendlicos, ]a na forma de sal de potassio, cerca de
1g do composto foi colocado num baldo volumétrico de 100.10° L com #gua destilada. O sistema foi
mantido sob agitagdo a 25°C por duas horas ¢ deixado em repouso por uma noite. Em seguida foram
registrados espectros UV - Vis da fase liquida, que foram usados para quantificar o quanto foi solubilizado

e o quanto permaneceu insolivel, através de curvas de calibragdo construidas previamente com o método -
PLS.




Resultados ¢ Discussio 72

onde o solvente é CCL; as taxas de transporte sio muito mais baixas que nos outros casos.
Houve, portanto, uma inverséio de comportamento esperado para CH;Cl; ¢ CHCls.

Na Tabela 18 estdo os resuitados dos mesmos experimentos, porém calculados via
PLS. Como se nota, nio ha grandes diferengas de comportamento, de modo que somente a
Tabela sera apresentada aqui, sem os respectivos graficos.
Tabela 18: Taxas de transporte de cada composto para os experimentos da Tabela 5 (via PLS)

Taxas de transporte x 10° molLL~ min’ .

# Exp 2NP 4NP |2 4DNP | 2.5DNP| #Exp 2NP 4NP | 2.4DNP | 2.5DNP
1 0,0176 31 0,3300
2 0,1082 32 0,5762
3 0,0027 33 0,0032
4 0,0810 34 0,6517
5 0,0919 35 0,8238
6 0,0028 36 0,0026
7 0,0484 37 0,2489 | 0,2262
8 0,1003 38 0,1768 | 0,1818

-9 0,0057 39 0,2905 | 0,2317

10 0,0142 40 0,2990 | 0,2658

11 0,0914 4] 0,3045 0,3121

12 0,0028 42 0,5834 0,4785

13 0,0800 43 0,4362 0,3834

14 0,0933 44 0,7581 0,5826

15 0,0001 45 0,5563 0,5428
16 0,9980 46 0,6674 0,6240
17 0,1312 47 0,6232 0,5807
18 0,0018 48 0,7216 0,6913
19 0,0690 49 0,2741 | 0,3898

20 0,3340 50 0,2989 | 0,4624

21 0,0009 51 0,3059 | 0,4287

22 0,3502 52 0,3275 | 0,5080

23 0,4644 53 0,3391 0,6217
24 0,0032 54 0,3454 0,6542
25 ' 0,4251 55 0,3868 0,5274
26 0,5299 56 0,4112 0,7071
27 0,0007 57 0,4811 | 0,6438
28 0,1244 58 0,5060 | 0,6027
29 o 0,2252 59 0,4907 | 0,6788
30 ’ 0,0023 60 0,5266 | 0,7216

Neste ponto é importante ressaltar a eficiéncia dos métodos multivariados para este
tipo de pesquisa. Para a modelagem foram usadas varias misturas dos quatro compostos, a0

passo que na determinaco das concentragdes finais os resultados eram referentes a apenas um
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ou dois compostos e mesmo assim houve boa concordincia com os resultados calculados por
outro método. Isso prova que € possivel fazer uma determinagéo via PLS. mesmo na presenga
de interferentes (que seriam os compostos que ndo estdo presentes num determinado caso).

O fato de as taxas observadas quando se usa CCl, serem sempre muito pequenas foi o
que levdu & néio realizaglo dos experimentos com misturas bindrias também com este solvente,
j& que os erros nas quantificagdes se mostraram muito significativos (em geral, majores que
15%).

Os resultados apresentados nas Figuras 14 a 19 mostram que hd um acréscimo na taxa
de transporte de cada composto quando se trabalha com misturas binarias na fase fonte .

No caso dos pares 2NP e 4NP ¢ 2,4dDNP e 2,SDNP observa-se que o acréscimo ¢
equivalente para cada um dos isdmeros. Quando os dois componentes da fase fonte ndo sio
isdmeros oberva-se que o composto com menor tamanho sofre um aumento mais pronunciado
em sua taxa de transporte (2NP e 2,dDNP, 2NP e 2,5DNP, 4NP ¢ 2,4DNP ¢ 4NP e 2,5DNP).

Este aumento das taxas é devido & maior diferenga de forga idnica entre as fases fonte e
de recebimento nos casos onde dois compostos estio sendo transportados. O maior gradiente
de forga idnica naturalmente forga a passagem mais rapida de espécies para o outro lado para
atingir o equilibrio em menor tempo. Os compostos maiores néo sio tio afetados por- este
efeito, apesar de serem mais facilmente extraidos da fase fonte para a membrana, porque tém
menor coeficiente de difusdio [7,25,41]; o transporte deles é aumentado, mas de maneira

menos sensivel que os compostos menores, o que foi confirmado pelos dados termodindmicos.

A2: Estudos comparativos do transporte

Né. comparagdo das taxas de transporte para o salicilato ¢ benzoato observa-se, na
Figura 20, que o primeiro apresenta taxas muito mais elevadas que o segundo.

Neste caso o maior transporte do salicilato pode ser devido a possibilidade deste
composto complexar dois cations ao mesmo tempo (um no grupo fenélico e outro no
carl;oxilico), ao contrario do benzoato. Isto, entretanto, nfo explica os resultados muito mais |

altos de transporte com o salicilato comparados com os do benzoato.
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COOH COOH
OH

Sali Benz

05

Taxas de transporte ( mol L1 min?)

2,5-DNP 2,4-DNP  Sali 2-NP 4-NP Benz

Figura 20: Taxas de transporte de K* usando varios sais diferentes

Apos aventar varias hipoteses, a que pareceu mais adequada foi a que considera a
formagdo de dimeros em solugdo. Se isto ocorre, as taxas encontradas com o anion benzoato
sdo muito reduzidas pois ndo ha anions livres para agirem como contraions. Por outro lado,
com os anions salicilato, mesmo que haja a dimerizagdo, ainda resta o oxigénio fenolico
ionizado, permitindo a atuagdo desta espécie como contraion. Desta forma, para cada potassio
transportado sdo transportados dois anions, e sdo necessarias duas moléculas de éter coroa.
Nao ha problema de limitagdo de carregador porque este foi colocado em grande excesso
nestes experimentos. O transporte de dois salicilatos faz com que as taxas encontradas sejam
mais altas, ja que toda a quantificagdo ¢ baseada exatamente nas absorbancias devidas ao

anion na fase de recebimento. Os resultados sdo, portanto, apenas aparentes.
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Como foi citado na parte experimental (pagina 49), com os compostos 2,4DNP e
2,5DNP foi feito um estudo sobre a influéncia da concentragdo inicial de fenolatos sobre sua

taxa de transporte. Os resultados podem ser vistos na Figura 21.
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2,5-DNP 2,4-DNP
Figura 21: Efeito da concentragio de fenolatos sobre as taxas de transporte de K~

O comportamento aqui observado pode ser explicado pelo mecanismo em seis etapas,

proposto por Reusch e Cussler [24]:

D G +As=(C'A)u

(I (C"A)y + Ly = (CL" A

(I1I) difusdo de (CL"A")y; através da membrana
(IV) (CL"A)y = (C'A))m + Ly

(V) (C'A)=Cr' + Ax’

(VI) difusdo de Ly de volta através da membrana

A terminologia usada ¢é: C™ = cation ; A" = anion ; L = carregador ; C'A" = par idnico ;
CL"A” = complexo do cation associado com o anion ; S = fase fonte (“source”) R = fase de
recebimento (“receiving”) e M = membrana.

As etapas (I) e (V) sdo vistas como coeficientes de partigdo, indicados por k,

enquanto a etapa (II), que ¢ o inverso da (IV), ¢ descrita como um equilibrio, de constante K
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As etapas (II) e (VI) sdo consideradas lentas em relagdo 4s demais no
desenvolvimento matematico do mecanismo. Seguindo o proposto por Ward [106], Reusch e

Cussler obtém-se a equagédo
J.o=Dca KK [L] /X) ([CJ2/ 1+ kK [CJ)

Se um experimento for realizado na auséncia de carregador e o transporte for
desprezivel, (C"A")y também pode ser desprezado, e entdo [Cs] >> [Cr].

Reusch e Cussler demonstraram ainda que se o termo k K [C,]* << 1, a expressio de
- J. sereduz a equagido

J.=Dcrak K {L]/X) [C]

mostrando que J. e [Co]* podem ser diretamente proporcionais, se os demais termos forem
" mantidos constantes.

Mais tarde Lamb [97] e colaboradores determinaram que havia uma mudanga de
comportamento desta equagdo linear quando se trabalha com concentragGes altas de sal na fase
fonte. Isso leva 4 utilizagio de atividades ao invés de concentragdes, de modo que tem-se as
equagdes (a) e (b)

Jo=Oaa kKLl /X)(acs’ /1 +kKacs)  (a)
Je=@cLak K (L] /X) acs’ (b)

A mudanga de cdmportamento observada pelos pesquisadores ¢ devida ao fato de que
otermo k K [C,]* NAO E desprezivel em relagio a 1 se trabalhamos com altas concentragGes
da espécie na fase fonte.

Embora este modelo faga previsdes corretas acerca da relagio linear quando estd
envolvida uma constante de equilibric pequena (etapas (II) e (IV)), hd uma anomalia na
predigdo do aparecimento de um méaximo de fluxo, J, num determinado valor de K e
subseqiiente diminui¢do a valores maiores de K [106].

Lamb e colaboradores [107] desenvolveram um modelo para a difuso limitada pela

membrana que envolve duplas camadas de difusdo no lado interno da membrana liquida. Behr
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{108] apresentou um tratamento tedrico mais compreensivel e geral a este modelo, obtendo
resultados satisfatorios na predigdo do pico de fluxo que surge em um determinado K.

A3 : Estudos com Sali - 2,4DNP - 2,5DNP

Usando apenas o salicilato, 2,5- dinitrofenolato e 2,4- dinitrofenolato foi feito um
estudo comparativo da taxas de tansporte calculadas pelos métodos univariados e o PLS
(multivariado), usando misturas dos trés compostos. O método univariado n&o pdde ser usado
para misturas devido & superposigdo espectral (ver Apéndice VI) que hi para os trés
compostos. Assim, foram preparadas varias solugdes contendo os trés e foi feita uma
modelagem via PLS, conforme citado na parte experimental. Paralelamente foi feito um
modelo univariado para cada composto.

Inicialmente foi feita a calibrago usando o comprimento de onda de méxima
absorbincia para cada composto (como descrito na parte experimental), obtendo-se as
equagdes da Tabela 19: | '

Tabela 19 : Modelos univariados

Composto Modelo r
Sali A =1792 [C] + 0,0005 0,9977
2,SDNP A =3350 [C] - 0,0040 0,9982
2 4DNP A =7161 [C] + 0,0055 0,9995

A = absorbancia; C = concentragéo, em mol L™

Para calcular os valores que serdo mostrados na terceira coluna da Tabela 20 foram
registrados os espectros das solugdes nas concentragdes indicadas na segunda coluna desta
Tabela, os valores de absorbidncia foram colocados nas equagdes da Tabela 19 e novas
concentragdes foram calculadas. Com estes novos valores foi calculado o erro porcentual. O
mesmb procedimento foi feito com o modelo construido via PLS, sendo que os resultados dos
dois procedimentos mostraram que os erros obtidos pelos métodos univariados sdo muito

elevados se comparados com os dos multivariados, como se nota nas Tabelas 20 e 21.
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Tabela 20: Erros pelo modelo univariado [109]

Composto Creal C!,,.m. Erro (%)
x 10° mol.L"! x 10° mol.L

Sali 1,00 1,11 11,00

2,00 2,19 9,50

3,00 3,13 4,30

2,5DNP 1,00 1,09 9,00

2,00 2,16 3,00

3,00 325 8,30

2ADNP 1,00 0,92 8,50

2,00 2,12 5,80

3,00 3,24 8,10

Tabela 21: Erros pelo modelo PLS [109]

[2,4DNP] x 10° mol.L" [Sali] x 10° mol.L™ [2,5DNP] x 10° moL.L™
real Previsto | Erro Real | Previsto| Erro real Previsto | Erro
~ (%) (%) (%)

1,00 | 0953 | -470 | 0800 | 0825 | 3.13 3,00 | 3048 | 160
300 | 2190 | 3,00 1,00 | 0969 | -310 | 080 | 0802 | 025
080 | 0772 | -350 1,00 | 1065 | 6,50 300 | 3,161 | 537
2,00 | 2,027 1,35 090 | 1,001 | 1122 | 4,00 | 3,306 | -4,85
2,00 | 2014 | 0,70 4,00 | 4036 | 0090 090 | 0381 | 211
300 | 2972 | -093 1,00 | 1046 | 4,60 2,00 | 2,057 | 2.85

E importante ressaltar as diferengas nos erros porcentuais. Verifica-se, por exemplo,
que para ¢ 2,4ADNP pelo método univariado o menor erro foi de 5,80%, ao passo que pelo PLS
o MAIOR foi 4,70%, lembrando que aqui o 2,4DNP foi quantificado em uma mistura com os
outros dois compostos, havendo séria superposicdo espectral (Apéndice VI). O mesmo
comportamento ¢ notado para o 2,5DNP: univariadamente o menor erro foi de 8,00%,
enquanto no PLS o maior foi 5,37%. Para o Sali, pelo fato de seus coeficientes de absortividde
molar serem muito menores que os dos dois demais compostos, houve um caso de erro
superior a 10%; No entanto, em geral os resultados foram melhores que no método univariado.

Com os resultados de um experimento de transporte dos trés compostos através de uma
membrana de cloroférmio com 18C6 foram calculadas as taxas de transporte de cada
substéncia, tanto pelo modelo univariado quanto pelo modelo PLS. Vale lembrar que, apesar
de haver somente trés compostos, o modelo PLS foi construido com quatro componentes
principais (ou varidveis latentes, mais precisamente), provavelmente porque existe algum tipo
de interagdo entre os compostos ou competi¢do na interface, levando a pequenos desvios de
linearidade.
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Um exemplo para esclarecer um pouco mais este ponto: seja um conjunto de dados em
Irés dimensdes (trés compostos, por exemplo). A primeira varidvel latente vai explicar a
maior varidncia dos dados, tendo a dire¢do do maior espalhamento da nuvem de pontos; a
segunda varidvel latente vai explicar a segunda maior varidncia, sendo perpendicular a
primeira varidvel. Ela ndo explica a variincia que a primeira j descreveu. A terceira varidvel
latente explica, por fim, a terceira maior varidncia da nuvem dos pontos, sendo também
ortogonal as outras duas. Se ndo ha desvios de linearidade, a varidncia acumulada ja
explicada ¢ de 100%. Caso contrdrio, talvez a inclusGo de uma quarta varidavel latente
melhore os resultados (como no caso que esta sendo dicutido).

Na Tabela 22 séio apresentados os resultados para a cinética de transporte, calculados
via modelo univariado [109].

- Tabela 22: Taxas de transporte calculadas pelo método tradicional (univariado

Composto Taxa de Transporte
x 10° moL L min™
Sali 1,12
2,4DNP 1,37
2,5DNP 2,38

A Tabela 23 mostras as porcentagens de varidncia explicadas pelas quatro varidveis
latentes do modelo PLS.

Tabela 23: Varifincias explicadas pelo modelo PLS com 4 varidveis latentes (VL)

Bloco X Bloco Y
VL # Esta VL. (%) Total (%) Esta VL. (%)| Total (%)
1 83,17 83,17 52,23 52,23
2 16,22 99 38 34,63 36,86
3 0,22 99,60 11,52 98,33
4 0,39 99.99 1,48 99,85

Bloco X: espectros; Bloco Y: concentragdes

Na Tabela 24 estdo as taxas calculadas no experimento de transporte, usando o PLS.
Tabela 24: Taxas de transporte calculadas pelo método PLS

Composto Taxa de Transporte

: x 10° moL. L} min™
Sali 2,60
2,4DNP 4.61
2,SDNP 3,69

" Para relembrar sobre as variaveis latentes, ver paginas 33, 38 e 40
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- Qs valores sdo discordantes mas € bastante provével, frente aos erros jé descritos, que a
realidade deve estar sendo representada pelos resultados via PLS. Pode-se observar, ainda, que
a concentragdio inicial na fase fonte influencia a taxa de transporte. No estudo para comparagéio
entre 2,5DNP, 2,4ADNP, Sali, 2NP, 4NP ¢ Benz os processos foram feitos com solugdes
5.10% molL na fase fonte e as taxas encontradas foram mais baixas que as obtidas agora
(mostradas na Tabela 22), com a fase fonte com concentragio 1,0.10% molL™. O
comportamento do 2,4DNP e 2,5DNP foram sempre muito semelhantes. Deve-se lembrar que
os resultados séo significativos pois o problema envolve grande superposigdo espectral .

A4: Estudos com PIC - 2,4DNP - 2,5DNP

Um modelo de calibragdo foi construido utilizando as onze primeiras amostras da
Tabela 25, X = (n=11 x m=156, que significa 11 amostras com absorbéncias medidas em 156
compfimentos de onda — de 220 a 530 nm, em intervalos de 2 nm), centrando os dados na
média previamente. Convém salientar que neste estudo hé trés analitos de interesse e, portanto,
o bloco Y pode ser representado como uma matriz Y = (11 x 3). No Apéndice VI sio
mostrados os espectros dos trés compostos, salientando a grande superposigdo também neste

caso.

Tabela 25: Misturas usadas na preparaciio das curvas de calibragéo multivariada.

Mistura [2,4DNP]| [PIC] [2,5DNP]
x10°molLL”? x10°mol.L! x10° mol.L!
C 01 2.0 1.0 2.0
A 02 1,5 1.0 1,5
L 03 1,0 0.8 2.0
I 04 2,0 0,8 1,0
B 05 - 1,0 0,5 0,5
R 06 0,5 0,5 1,0
A 07 0,8 0,8 0,8
¢ 08 0,4 0,6 0,8
A 09 0.3 0.6 04
0 10 1,5 12 1,0
11 14 1,0 12
VALL- 12 10 10 1,0
i 13 1,2 0,7 0.8
DACAO 14 1,5 0.8 1.0
_ 15 1,0 0,7 1,2
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Inicialmente foi feita a Anélise de Componentes Principais (PCA) com o objetivo de se
ter uma idéia do mimero de componentes principais necessarios para descrever o conjunto de
dados. Pela anilise PCA se observa que trés componentes principais, neste caso, sdo
suficientes e os resultados da porcentagem de variancia explicada em cada componente
principal estdo na Tabela 26.

Tabela 26: Porcentagem de varidncia obtida com o PCA.

Porcentagem de varifincia explicada pelo modelo PCA

# Componente principal % Variéncia desta PC % Varifincia total
1 97,520 97.520
2 1,410 98,940
3 1,050 99.990
4 0,001 100,000
5 0,001 100,000
6 0,000 100,000

A Figura 22 contém os “loadings™ para as trés primeiras componentes principais. E
interessante comparar estes resultados com os espectros puros (Apéndice VI). Esta claro que
toda a regifio espectral utilizada é importante na analise, pois os ‘loadings” sdo diferentes de
zero em toda a faixa espectral considerada.

N N Ly N ) M
'0‘1300 250 300 350 400 450 500 550
Comprimentos de onda {nm)

Figura 22; “Loadings” das trés primeiras componentes principais
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Calibracio usando o método PLS

Na etapa de validaglio, é feita a escolha do mimero k de varidveis latentes (que
comresponde as componentes principais neste caso) e a identificagdo de possiveis “outliers”. A
defini¢dio de k, tal como descrito na introdugfio (pagina 40), foi feita através do grafico de
PRESS (ver def. na pag. 39) versus mimero de variaveis latentes, mostrado na Figura 23.

x 10"

14

1 15 2 25 3 s 4
NOmero de Varidveis Latentes

Figura 23: PRESS vs nimero de VL para as trés primeiras componentes principais

Conforme se pode observar, a partir de 3 variaveis latentes o valor do PRESS ¢
proximo de zero. Este resultado de k = 3 ja era esperado uma vez que temos no sistema trés
compostos quimicos.

A Tabela 27 mostra as porcentagens da varidncia descrita pelo modelo para as trés
primeiras varidveis latentes. Os resultados sio bem semelhantes aqueles obtidos com PCA,
indicando que os resultados obtidos pela calibragdo com o método PLS serio bem semethantes
aos obtidos pelo método PCR.

| Tabela 27: A varifincia descrita pelo método PLS com trés variaveis latentes (VL).

Porcentagem de Varifincia descrita pelo método PLS
——Bloco — X— ——Bloco - Y
VL # Esta VL (%) Total (%) Esta VL (%) Total (%)
1 97,52 97,52 71,43 71,43
2 1,37 98,90 23,78 95,21
3 1,09 99,99 4,70 99,91
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Observando-se, agora, o grifico de residuos versus “leverage” (Figura 24), é evidente
que as misturas do conjunto de calibragio possuem valores de “leverage” dentro da faixa
considerada normal, ou seja, menor que has, que neste caso vale 0,81 (= 3*3/11). Pode-se ver
também que os valores de Residuos de Student para as concentragdes estio dentro da faixa
prevista (-2,5 a +2,5). E necessério salientar que neste unico grafico estdo incluidos os
resultados obtidos para os trés analitos. Assim, aparecem trés resultados para uma mesma

amostra, cada um se referindo a um dos analitos.
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Figura 24; Residuos de Student vs “leverage” via PLS com 3 VL
Foram calculados também os erros percentuais para cada amostra usada na etapa de

calibrag@o, usando novamente a equagéo

E(%) = (C"‘c_ c) x 100

Os erros percentuais de previsdo obtidos na validagfio cruzada siio apresentados na
Tabela 28, para os trés analitos usando um modelo com trés varidveis latentes. Observa-se que
os resultados so bastante satisfatorios, pois de um total de 33, apenas 5 estdo acima de 1,5%
(os valores estdo destacados).

O grafico dos trés vetores de regresséio (um para cada analito) no modelo validado com |
trés variaveis latentes (Figura 25) ressalta, mais uma vez, que toda essa faixa dos espectros

entre 220 e 530 nm € importante para a modelagem, visto que para cada intervalo dessa faixa o
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coeficiente de regressdo ¢ mais significativo para um dos compostos. E util comparar os dados
originais (espectros puros, Apéndice VI) com o dos “loadings” (Figura 22) e os vetores de
regressdo (Figura 25). Esta comparagdo pode facilitar a interpretagdo dos fenomenos que estdo

por tras do modelo de regressao.

Tabela 28: Erros percentuais de previsdo (conjunto de calibragdo), obtidos pela

validagdo cruzada com trés variaveis latentes.

Mistura 2,4DNP PIC 2,5DNP
Erro (%) Erro (%) Erro (%)
01 131 20,52 0,87
02 -2.25 -0,05 2,36
03 -0.91 0,39 0,06
04 -0,50 0,64 -0.81
05 0,25 -1,04 1,44
06 0,64 0,77 0,61
07 -0,13 0,96 -2.52
08 3,69 -0,56 -1,37
09 -0,98 0,42 425
10 0.65 0,84 -1.35
11 0,40 0,96 1,29
10:(10" ' :
2,ADNP
i 2,5DNP
8§ el PIC ]
8 41 R
2 - e et 1
3 of S R e e
8 2| \/u

800 250 300 350 400 450 500 550
Comprimentos de onda (nm)

Figura 25: Vetores de regressio obtidos via PLS com 3 VL
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No final do processo de validagdo, as quatro ultimas amostras da Tabela 25 foram

utilizadas como conjunto-teste. A Tabela 29 mostra os erros percentuais de previsdo obtidos

para as concentragdes dos trés compostos neste conjunto. Conforme se observa, os valores

previstos estdo bem proximos dos reais, indicando que o modelo esta bem ajustado e com boa

capacidade preditiva.

Tabela 29: Erros percentuais de previsdo do conjunto de previsio.

Mistura 2,4DNP PIC 25DNP |
Erro (%) Erro (%) Erro (%)
12 -0.30 0,60 -1,60
13 1,75 0,14 0,63
14 0,93 1,13 0,50
15 3.10 0,20 0,92

Este modelo de calibragdo recém-construido foi utilizado para determinar as taxas de

transporte das trés especies quimicas. Para tal, foram registrados 19 espectros na fase de

recebimento em intervalos regulares de 5 minutos (ver parte experimental). As concentragdes

de cada espécie em cada tempo foram previstas pelo modelo, e estdo representadas na Figura

26.

Concentracgo (mol L™)

0,04~

0 50
Tempo (min)

a0

Figura 26: Concentragdo prevista vs tempo no processo de transporte
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A inclinagdo das respectivas retas correspondem &s taxas de transporte e foram
determinadas por uma simples regressdo das concentragdes com os respectivos tempos. Estes
valores sdo apresentados na Tabela 30.

Tabela 30 : Taxas de transporte obtidas para cada composto.

Composto Taxa de Transporte x 10’ mol.L"' min™
2,4DNP 1,71
2.5DND 143
PIC 1,14

Neste caso, contrariando o comportamento esperado segundo a equagio de Born, o
picrato (maior &nion) apresentou menor taxa de transporte. Isto foi atribuido a uma forte
competigdo pelo éter coroa na interface fase fonte / membrana. A area do sistema ¢é limitada
(apenas 0,42 cm?®) e as espécies com maior mobilidade (menores anions) tém mais
possibilidade de atingir a interface mais rapidamente. Assim, apesar da sua tendéncia de
permanecer na fase aquosa, os dnions menores estio em maior disponibilidade para a

complexagdo com o carregador e o processo ocorre mais eficientemente que para o picrato
[87].

AS:Estudos com 2NP - 2,4DNP - 2,5DNP

Sdo observadas (Apéndice VI) algumas diferencas espectrais entre 2NP, 2,4DNP e
2,5DNP, embora haja bastante superposigio entre os dois Gltimos, como foi visto
anteriormente. Nesta etapa foi demonstrado que é possivel obter os espectros puros de
componentes de uma mistura usando a metodologia da decomposi¢io trilinear (TLD). Neste
estudo estes espectros puros eram previamente conhecidos, de maneira que foi possivel fazer a
comparagdo dos mesmos com os que foram obtidos pelo TLD. Foi empregado ainda, o método
OLS para fazer mais uma vez as quantificagGes e verificar o qudo concordantes eram estes
resultados com os do TLD (trata-se, entdo, de comparar 0 método muito simples com um mais
complexo).

Alguns instrumentos, como os espectrofotdmetros com arranjo de diodos, sdo os mais
adequados para acompanhar o transporte através de membranas por permitirem a obtengdo dos

dados em trés dimensdes.
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O método RAFA (Rank Annihiiation Factor Analysis), introduzido por Ho ef al. [110],
foi reformulado mais tarde e expandido por Sanchez e Kowalski [111], surgindo entdo os
métodos ndo-interativos GRAM (Generalized Rank Annihilation Method) [111,112] e TLD
(TriLinear Decomposition). Este métodos sdo eficientes para analisar os dados em trés
dimens@es, porém o GRAM est4 restrito 4 analise de apenas duas amostras, enquanto o0 TLD
nZo tem restrigSes neste ponto. O TLD faz uma decomposigdo triadica no conjunto de dados,
obedecendo a um modelo trilinear descrito pela equagdo

N
Ry=XX,Y,Z, + Ey

jn
n=1

onde Ry representa os elementos do conjunto em trés dimensdes e N é o nimero de fatores
no modelo [113]. As matrizes X, Y ¢ Z descrevem os espectros puros, as cinéticas
(concentraglio vs tempo) e a contribuiciio relativa de cada componente fisico, respectivamente.
O “rank” (posto, dimensionalidade intrinseca) de cada matriz de componentes puros é unitario
na auséncia de ruidos, de maneira que o posto da matriz é o nimero total de componentes
[113].

Na presen¢a de ndio - linearidades espectrais, o “rank” de cada componente néo ¢
muito diferente da unidade e, para corrigir isto, sio adicionados mais fatores ao modelo (a
idéia ¢ a mesma de se usar quatro componentes principais para um sistema com trés
compostos, como foi discutido anteriormente).

As analises neste caso foram feitas com as matrizes truncadas, ou seja, usando somente
os comprimentos de onda entre 278 ¢ 530 nm (as matrizes tém dimenso 81x126) uma vez que
abaixo de 278 nm h4 muita influéncia do cloroformio nos espectros e acima de 530 nm ndo ha
nenhuma absorbéncia significativa. Para os céleulos o intervalo de tempo empregado foi de 5
a 85 minutos. Nos tempos abaixo de cinco minutos ainda nfio h4 a estabilidade do sistema e os
resultados ndo sdo confidveis neste intervalo de tempo. No Apéndice VII hi uma Figura
demonstrando como os espectros estdo sendo agrupados, a titulo de maior esclarecimento.

A decomposigdo de valor singular (SVD, singular value decomposition) foi aplicada
para determinar qual era o mimero de fatores mecessario para modelar o transporte nas
membranas. Cada amostra individual foi bem descrita por dois fatores, embora um terceiro,

muito pequeno, pudesse descrever a varidncia ndo — aleatoria.
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Os mesmos resultados foram obtidos quando as trés misturas ternarias (da Tabela 5,
parte experimental pagina 51) sdo justapostas na horizontal ou na vertical e analisadas como se
fossem apenas uma matriz, conforme mostra a Tabela 31.

Tabela 31: Valores singulares e porcentagem de varidncia para os dados das misturas 1,2e
3 da Tabela 5 justapostos horizontal (H) e verticalmente (V)

Valores Variéncia Valores Varidncia

singulares V Total % singulares H | Total %
33,2497 99,9494 33,2031 99,6692
0,7180 0,0466 1,8774 0,3187
0,1916 0,0033 0,3316 0,0099
0,0805 0,0006 0,1503 0,0020

De acordo com a anlise de varidncia feita pelo SVD, a aplicagio do método TLD deve
fornecer bons resultados para dois compostos (2,4-DNP e 2,5-DNP, que tém maiores
absorbancias medidas). Embora este modelo com dois fatores pareca ser adequado para
descrever o transporte, sabe-se que o sistema qu'imico tem trés compostos. Este terceiro fator
que seria necessario estaria descrevendo apenas variagSes ndo — aleatorias. Na verdade, este
fator também produz um “espectro puro”, mas o resultado que € obtido no perfil de
concentragio vs tempo ndo tem nenhum significado fisico neste caso [94].

Os perfis espectrais e cinéticos estimados pelo modelo com trés fatores para 2,4DNP e
2,5SDNP sio mostrados na Figura 27a e 27b. Os comprimentos de onda de méxima
absorbdncia encontrados nos espectros estimados (436 e 439 nm para 2,4DNP e 2,5DNP,
respectivamente) mostram uma alta concordéncia, dentro do erro experimental esperado, com
0S que aparecem nos espectros puros registrados anteriormente (434 ¢ 444 nm).



Resultados e Discussio 89

03. 24DNP 2,5DNP
- experimemal ——
- 0,25+ = estimado —
e 02} 1
:g
5 0,15
a
2. 01

0,05 ;

4

300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 27a: Espectros de absor¢do experimentais e estimados,
normalizados para comprimento unitario
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Figura 27b: Perfis cinéticos estimados pelo modelo TLD

Resumindo, estes resultados indicam que somente o 2,4DNP e o 2,5DNP sdo
efetivamente transportados através da membrana quando uma fase fonte ¢ uma mistura de
2NP com estes compostos. A fim de verificar tais resultados foi feita uma analise via OLS
usando cada mistura em separado. Os resultados para uma das misturas estdo na Figura 28 (A
e B). Estes confirmam que o 2NP tem uma baixa taxa de transporte nestas condi¢des. Uma
mistura extra (numero 4 na Tabela 5, pagina 51) contendo apenas os dois isomeros foi
estudada, para esclarecer qual o efeito do 2NP. Observa-se que na auséncia deste componente,

o transporte dos isdmeros € incrementado.
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Figura 28: Perfis de cinética das misturas 2 (A) e 4 (B) da Tabela 5

Os resultados finais obtidos, comparados com os encontrados em outros estudos sao

colocados na Tabela 31 para fins de comparagédo [94].

Tabela 31: Taxas de transporte de 2NP, 2,4DNP e 2,5DNP em diferentes situagoes
(x 10° mol.L" min™) [94]

“Single”™ M ® Binario"” Ternirio™”
2NP 0,444 (© 0,008
2, 4DNP 1,37 0,158 0,045
2,5DNP 2,38 0,428 0,125

(a) pelo método univariado (b) sem 2NP (c) ndo calculado (d) valores médios do OLS

Se apenas um composto ¢ transportado as taxas se mostram mais elevadas. O mesmo
comportamento ¢ observado ao comparar os valores encontrados para misturas binarias e os
encontrados para as misturas ternarias. Isto vem confirmar os resultados do estudo anterior: a
presenga de dnions menores na interface impede (ou dificulta) a passagem de anions maiores.
No caso anterior, o picrato foi muito prejudicado pela presenga de 2,4DNP e 2,5DNP
(menores que ele), que por si sO tém altas taxas de transporte. Neste ultimo caso, o 2NP ndo
foi suficientemente eficaz para diminuir tanto o transporte dos dois isdmeros, pois sua taxa

individual é naturalmente menor que a de 2,4DNP e 2,5DNP.
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A6: Experimentos com os Bactericidas

Devido & sua baixa solubilidade em agua os compostos bioativos foram estudados na
fonna de fons fenolato, através da solubilizacio em solugio alcalina. Desta forma, adotou-se
como controle dos experimentos de calorimetria a inoculagSio dos microorganismos numa
solugdo alcalina (100 % de Resposta Biologica (RB) [57], o que corresponde & altura na curva
poténcia versus tempo do termograma de Saccharomyces cerevisae nesta solugdo). No
Apéndice V s@io mostradas as curvas controle, bem como os efeitos da concentragio de
2,0.10* mol.L™" a 10,0.10® mol L™ (dose) das drogas adicionadas neste processo.

Graficando-se os valores de RB versus log(dose) mostrados na Tabela 32 obteve-se,
por extrapolagio dos mesmos, os valores de log(dose)mix dos compostos m-pentoxifenol, m-
butoxifenol e m-propoxifenol sendo que para os outros dois compostos nfio foi possivel a
determinagiio do log(dose)mix pois dentro da faixa de concentragdio estudada ndo ocorreu
inibigio da respirago do microorganismo, obtendo-se RB de aproximadamente 100 %. O
valor de log(dose)msx € obtido quando RB ¢ igual a zero e corresponde ao logaritimo da
concentragdo maxima da droga adicionada a uma cultura de céhilas a qual ndo deve produzir
resposta no calorimetro [57].

Para fazer uma determinaciio adequada das taxas de transporte de cada composto das
séries homélogas estudada seria necessério ter, para cada composto, um modelo multivariado
(lembrando que estes compostos foram estudados somente com solugbes de um composto por
vez, sem as misturas). Em alguns casos foi notado que as quantidades presentes na fase de
recebimento foram extremamente baixas, o que tornaria os resultados muito mais sensiveis a
erros. Nestes casos, os modelos deveriam ser feitos considerando as solugSes em cloroférmio
e as em diclorometano, solventes empregados como membranas nestes estudos. Para construir
modelos de analise multivariada em solventes orgénicos seria necessério a dissolugio dos sais
diretamente nos solventes, o que se mostrou inviavel do ponto de vista experimental, tanto
pela dificuldade de produzir os sais de potassio em quantidades adequadas (m-alcoxifenolato,
p-alcoxifenolato e os sais dos parabens), como pela dificuldade de dissolvé-los nos solventes
orginicos. Assim, nesta etapa foi feita apenas uma investigaciio qualitativa do transporte.

i il s a1 e
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Tabela 32: Valores de RB e log(dose) [57].
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Composto | Dose (M) | Log(dose) RB Composto | Dose (uM) | log(dose) RB
1 2,021 3,31 93 3 6,305 3,80 83
1 4,078 3,61 38 3 8,034 3,91 80
1 6,002 3,78 10 3 10,100 4,00 76
2 2,009 3,30 92 4 6,126 3,79 99
2 4,455 3,65 53 4 8,143 3,91 98
2 6,177 3,79 36 4 10,110 4,00 97
2 8,101 3,91 22 5 6,018 3,78 96
3 2,061 3,31 97 5 8,093 3,91 98
3 4,147 3,61 89 5 10,100 4,00 93

Compostos: 1 - m-pentoxifenol,2 - m-butoxifenol, 3 - m-propoxifenol, 4 - m-etoxifenol, 5 - m-

metoxifenol.

Nas Figuras 29a e 29b sdo mostradas as absorbincias encontradas na fase de
recebimento e na membrana, para o caso onde se utilizou o cloroférmio como membrana e os
membros da série dos 3-alcoxifendis. Nota-se facilmente que tais compostos nio chegam a
fase de recebimento, ou seja, ndo hi transporte nenhum (observe-se, ainda, os valores de
absorbancia). Na membrana liquida hidrofébica ha uma quantidade um pouco mais elevada

dos bactericidas, mas ainda muito pequena no caso dos derivados metilico e etilico. Em

diclorometano o mesmo efeito pode ser observado.
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No caso dos membros da série dos 4-alcoxifendis observa-se exatamente 0 mesmo
efeito, porém as absorbdncias sdo mais elevadas (Figuras 30a e 30b). Isto quer dizer que
aumentando-se a constante dielétrica, neste caso, o transporte se torna mais eficiente atraves
da membrana.

Os resultados gerais dos experimentos realizados mostraram que nos casos onde sdo
empregados m- alcoxi e p- alcoxifenolatos de potassio como fase fonte ndo ha o aparecimento
destes compostos na fase de recebimento, mas apenas na membrana liquida (so para os

derivados homologos com maior nimero de carbonos e em cloroférmio).
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Figura 30a: Espectros UV-Vis das fases de recebimento e da membrana no estudo do
transporte de 4-alcoxifenois (cloroférmio)
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Figura 30b: Espectros UV-Vis das fases de recebimento e da membrana no estudo do
transporte de 4-alcoxifendis (diclorometano)

No caso dos experimentos usando os parabens, mesmo na presenga do éter coroa ndo
foram detectadas quantidades significativas da droga na membrana, sendo que em alguns
casos foi detectada uma quantidade muito pequena destes compostos na fase de recebimento
(Figuras 31a e 31b).

Em virtude das absorbancias medidas terem sido muito baixas, ndo foi possivel um
estudo quantitativo de transporte para estes compostos, conforme citado anteriormente. Com
base nos resultados qualitativos, entretanto, pode-se dizer que os parabens exercem efeito
bactericidas agindo provavelmente sobre o citoplasma, uma vez que eles conseguem atravessar
a membrana liquida (e, portanto, a membrana biologica, ja que a membrana liquida € usada
para mimetizar a biologica; suas constantes dielétricas sdo de mesma ordem de grandeza). No
caso destes compostos ocorre uma atividade muito mais baixa que nos casos das duas outras

séries estudadas (meta e para-alcoxifenolatos).
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Os resultados de- calonmetm estiio em boa ooncordancla com o8 dos experimentos de
transporte. Quanto menor a cadeia lateral dos derivados, menor é o efeito sobre os
fm:croorgamsmqs Observa-s¢ que com cadeias maiores hi o acumulo dos bactericidas na
‘membrana em todos os casos, mas de maneira particular na série dos 4-alcoxifenéis (derivado -
butil:co) Sua hidrofobicidade mais elevada favorece a entrada na membrana mas dlﬁculta a

liberagfio na de receblmento mesmo com O gradlente de concentragio entre a membrana e esta
fase.
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PARTE B

Micelas reversas como carregadores: o transporte de aminodcidos

Fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) foram escolhidos por absorverem
‘absor¢lio na regifio UV-Vis, sendo portanto adequados para o estudo com o sistema
espectrofotométrico utilizado nas demais etapas deste trabalho. Os espectros UV — Vis destes
compostos e suas respectivas estruturas séo mostrados no Apéndice VIII.

Para transportar estes aminodcidos foram empregadas micelas reversas dos surfatantes
apresentados na Figura 32.

TOMAC

\/\,\x“‘*f

cloreto de metiltrioctilamdnio bis-[2-etilhexil(sulfossuccinato)] de sédio

DODAC

cloreto de dimetildioctadecilam&nio

Figura 32: Estruturas dos surfatantes utilizados

SRR
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O sistema de transporte: exemplificando com o Aerosol-OT

O transporte foi estudado utilizando uma cela de Schulmann. Na interface da fase
aquosa 1/ fase orgénica o surfatante anibnico lipofilico AOT, interage com a espécie catidnica
de um aminoécido via interagdo eletrostitica a fim de extrai-lo para a membrana orgdnica. O
aminoacido em sua forma catidnica presente na fase orgénica é entdo liberado para a fase
aquosa 2 por uma reago de troca com um cition inorgénico via mecanismo antiporte [7].
Com o TOMAC e o DODAC o mecanismo ¢ semelhante, apenas que na fase fonte o
aminoacido estard em sua forma anidnica, uma vez que este é um surfatante catibnico; nos
dois casos o anion é cloreto.

O mecanismo para o transporte do aminoacido AA” da solugdo fase aquosa fonte (1)

através da membrana (memb) e passagem para a fase aquosa de recebimento (2) pode ser
representado pelo conjunto de reagdes abaixo;

A4 +(Na* 40T )y porse®  Na* +(44v 4017),
(AA+AOT-)(1)/mmb P (AA+AOT_)M»=5/(2)
Na* +(A4° AOT" )y vy —»  (Na* 40T")

1)/ memb

bi(2) T A4,

Este conjunto de reagSes pode também ser representado pela Figura 33.

Estudos extensivos [67-69] mostraram que os aspectos caracteristicos dos dados de
transporte através de membranas liquidas obtidos com tais sistemas s@o, em muitos casos,
perfeitamente consistentes com modelos de transporte facilitado, analogos aqueles que
ocorrem com o transporte de ions metalicos por carregadores macrociclicos do tipo éter coroa.
Similarmente a estes carregadores, microemulsdes do tipo dleo em agua (o/w) podem
transportar ions através de uma membrana hidrofobica, mas a associagdo entre carregador ¢ a
espécie quimica transportada esta longe de ser especifica. De fato, neste caso o ion metilico
transportado estd simplesmente solubilizado no microambiente aquoso da micela invertida,
dentro do qual o fon pode interagir com a cabega polar do surfatante.
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Figura 33: O transporte de aminoacidos com AOT

Sendo essencialmente insohiveis em solventes orginicos devido a4 sua natureza
zwitteribnica, os aminoacidos solubilizados em uma micela invertida estio associados a esta,
sendo que sua interagdo com a micela pode acontecer de vérias formas. Dependendo da sua
carga elétrica e hidrofobicidade eles podem estar solubilizados preferencialmente na parte
central aquosa, na interface da 4gua e da camada de surfatante, ou ainda diretamente na
monocamada de surfatante. O transporte ocorre devido a um processo de protonagio —
desprotonagdo que extrai o aminoé4cido de uma fase aquosa para outra através da membrana
liquida hidrofobica. Estas diferentes regides de solubilizagéo tém sido discutidas em literatura
publicada recentemente [75].

Uma vez que as interagSes entre micelas invertidas e os aminoacidos sdo fortemente
dependentes da natureza destes e do surfatante, o estudo da interaglo, transporte € extragdo
simultinea déstes atraves de membranas liquidas hidrofobicas e a analise multivariada dos
dados de transporte obtidos em tempo real tém grande relevincia, tanto do ponto de vista
bioquimico quanto industrial [75].
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B1: Experimentos com Aerosol-OT

Os resultados dos experimentos indicados na Tabela 33 (apresentados na Tabela 8, na
parte experimental), mostram que no estudo do transporte individual de cada aminoacido,
utilizando concentragdes de AOT 5,0.107 e 1,0.10% mol L", sempre sdo obtidas taxas
decrescentes na ordem: Phe > Trp > Tyr. Na Figura 34 estdo os resultados dos transportes

individuais e nas Figuras 35 a 37 os resultados dos transportes de misturas.

T T T T

0.8

Cloroférmio 10

Taxas de transporte / 105 mol L! min!

Figura 34: Comparagdo das taxas de transporte de aminoacidos

Phe + Tyr

Taxas de transporte / 10° mol L' min*

Figura 35: Transporte individual e simultdneo de Phe e Tyr
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Phe + Trp
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Taxas de trapsporte / 10° mol L' min!

Phe e Trp Tip

Figura 36: Transporte individual e simultdneo de Phe e Trp

Ty + Trp
G.? T T

05f

G T e ll[ﬁ
=

Taxas de transporte / 10° mol L' min'!

Tyr wr Trp i

Figura 37: Transporte individual e simultaneo de Tyr e Trp
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Como anteriormente (caso dos nitrofenolatos), nestas Figuras o que estd em negrito se
refere & taxa de um dos compostos calculada no caso de se usar como Jase fonte uma mistura
bindria com o outro composto que aparece no mesmo grdfico. Os resultados calculados para
as membranas de diclorometano sdo apresentados no Apéndice IX, mas a tendéncia dos
resultados ¢ a mesma nos dois casos.

Tabela 33: Resultados dos experimentos de transporte com aminoacidos

Taxas de transporte x 10° mol LT min?

# Exp Phe Tyr Trp # Exp Phe Tyr Trp
1 0,3696 37 0,7566 0,1251
2 0,6312 38 0,7442 0,2327
3 0,0987 39 09479 | 02784
4 0,4264 40 0,5206 0,0606
5 0,7987 41 0,8571 0,1878
6 0,5470 42 0,5625 0,0007
7 0,1946 43 0,4185 0,5030
8 0,2917 44 0,6300 0,3101
9 0,3761 45 0,5242 0,3180
10 0,2425 46 0,3945 0,3768
11 0,2982 47 0,6691 0,2812
12 0,3059 43 0,5863 0,2846
13 0,2712 49 0,0343 0,6171
14 0,4237 50 0,2370 0.4128
15 0,4016 51 0,2919 0,3736
16 0,2012 52 0,0021 0,5543
17 0,4143 53 0,1197 0,2983
18 0,3125 54 0,1890 0,3217
19 0,4320 55 06174 | 0,0684
20 1,0460 A 56 1,1562 0,2751
21 0,7640 57 1,0743 0,2103
22 0,4080 58 1,2781 0,1277
23 0,8470 50 1,0480 0,2674

- 24 0,7320 60 0,6458 0,0041
75 0,1090 61 0,2202 01121
26 0,2010 62 0,8504 0,2181
27 0,3990 63 0,6493 0,3105
28 0,3040 64 0,3991 0,3864
29 0,3152 65 0,8587 0,2763
30 0,3354 66 0,7070 0,1999
31 0,2845 67 0,0044 0,6291
32 0,2521 63 0,1510 (,3451
33 0,1750 69 0,1302 0,3327
34 0,3784 70 0,0052 0,4051
35 0,4504 71 (0,1988 0,3642
36 0,4986 72 0,0506 0,2447
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Dos trés compostos em estudo a Phe € o Trp siio os mais hidrofdbicos. Assim
verificamos maiores taxas de transporte para estes compostos, o que pode ser justificado pelo
fato deles ndo permanecerem solubilizados preferencialmente no microambiente aguoso da
micela reversa, mas sim na monocamada de surfatante (mais moléculas sendo levadas de cada
Vvez, por ser maior a érea da interface), com a cabega polar solvatada no interior da micela.

Com isso, verifica-se o transporte mais rapido destes aminoécidos em relacdo a Tyr,
que fica preferenciaimente no ambiente aquoso (fase fonte), o que concorda com a ordem em
que estes compostos aparecem na escaia de hidropatia de Kyte [114]. A escala de hidropatia
combina hidrofobicidade e hidrofilicidade, e pode ser usada para prever quais aminoacidos
serdo encontrados na fase aquosa (0s que tiverem valores negativos nesta escala) e quais
deverdo estar num ambiente hidrofobico (os de valores positivos). Os valores deste pariimetro
para os trés aminoacidos empregados séo [114]: Phe (2,8) > Trp (-0,9) > Tyr (-1,3).

No caso do Trp, sua hidropatia ¢ menor que a da Phe, 0 mesmo ocorrendo com sua

taxa de transporte; o Trp permanece néo totalmente no interior da monocamada de surfatante
como a Phe mas também ndo se encontra totalmente solubilizado no interior na micela como a
pequena quantidade de Tyr que € solubilizada na interface e consegue entrar no
microambiente aquoso (interior da micela).

O comportamento dos trés aminoacidos na interface membrana / fase de recebimento
(pH alcalino) é o mesmo: ocorre a repulsdio eletrostitica entre o aminoacido na fase de
recebimento e o carregador (AOT) devido 4 regeneragdo do grupo amino e ao aparecimento
de carga negativa na carboxila.

Em cloroférmio hé uma tendéncia de diminuir a diferenga entre as taxas de Tyr e Trp
conforme se aumenta o pH da fase de recebimento; na verdade esta diferenga praticamente nio
mais existe se o pH desta fase € 11. Usando diclorometano o comportamento das taxas em
geral é muito semelhante e estas sdio ligeiramente mais elevadas na maioria dos casos
estudados. Todas as conclusSes desta etapa estio baseadas, mais uma vez, nos resultados
obtidos via OLS, semelhantes aos obtidos via PLS. Nas misturas com tirosina e triptofano o
comportamento geral € de diminui¢éio da taxa de transporte da tirosina, se comparada as taxas
dos experimentos contendo apenas este aminoacido. No caso do triptofano observa-se a
tendéncia de aumentar a taxa de transporte na presenga da tirosina apenas quando o pH é 9,
mantendo-se quase inalterada nos demais valores de pH.
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Utilizando um surfatante anidnico como o AOT, é necessario manter a fase fonte em
. pH abaixo do valor de pKa; dos aminoécidos, para que seja possivel a interagio eletrostatica
entre a espécie ionizada e a parte polar do surfatante [114]. O pH da solugio afeta a
solubilizagio dos aminoécidos por modificar a distribuigdo de carga na sua superficie. Em
pH’s abaixo dos valores do ponto iscelétrico (pI) (em outras palavras, pH no qual o
aminoacido estd em sua forma zwitteridnica) estes compostos apresentam carga liquida
positiva, enquanto que acima deste ponto a carga serd negativa [114,115].

Nos experimentos com transporte simultdneo verifica-se que as taxas para a
fenilalanina sdo maiores quando a tirosina est4 presente, enquanto que para a tirosina o efeito &
o inverso. Em geral foi verificado que o pH da fase fonte ndo foi significativo para a
determinacdo da ordem das taxas de transporte, provavelmente pelo fato de todos eles se
encontrarem acima do segundo pK dos aminoécidos estudados, de maneira que em todos os
casos havia ionizacio do grupo ~OH (para a tirosina apenas nio foi totalmente ionizado o
grupo ~OH da cadeia lateral, cujo pK é cerca de 10,19) [28].

- Nio se observam grandes variagdes nas taxas de fenilalanina nos experimentos
contendo também triptofano na fase fonte, uma vez que cada um deles é transportado numa
regido diferente da micela reversa, como ja discutido. Para o triptofano foram observados
comportamentos um tanto variados, dependendo do pH e do solvente, mas tais variagdes
provavelmente sio devidas apenas a instabilidade do sistema empregado para o transporte
(isto serd melhor discutido logo abaixo).

Como foi verificado, a tirosina sempre tem sua taxa de transporte reduzida na presenca
de outros aminoacidos. Apesar de estar sendo levada numa regido diferente (preferencialmente
na fase @o& central) dos demais compostos ela pode formar dimeros em meio aquoso, o que
reduz sua disponibilidade para o transporte por se tornar mais insolivel em agua [116]. O
triptofano e a fenilalanina, que tém residuos hidrofébicos, sdo mais facilmente extraidos para a
fase orgénica [116]. A tirosina, na verdade, é extremamente insoliivel em agua (apesar de
apresentar menor hidropatia) devido a formagio de dimeros. Como é essencial que exista a
solubilizagio dos aminoacidos para que ocorra o transporte fica claro que a tirosina deve

realmente ter taxas de transporte extremamente baixas se comparadas aos demais aminoécidos
[116].
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Para explicar o motivo do aumento das taxas de transporte da fenilalanina e de
triptofano quando ha tirosina presente, pode-se pensar em termos de fora idnica (potencial
quimico). Se a tirosina esti presente na fase fonte, 0 potencial quimico desta fase é mais
elevado do que se houvesse apenas a fenilalanina, por exemplo. Assim cria-se um gradiente de
potencial mais elevado, que facilita a passagem do aminoacido que tiver mais condi¢Oes para
entrar nas micelas reversas (que serdio a fenilalanina e o triptofano).

B2: Transporte de aminoicidos calculadas por TLD

As taxas de transporte obtidas via OLS e TLD (resultados dos experimentos da Tabela
7 - parte experimental, pagina 54) sdo mostrados nas Tabelas 34 ¢ 35.
Tabela 34: Taxas de transporte de amino4cidos calculadas via OLS

Phe r Trp
(x 10°mol L min?) [ (x 105mol L min™) | (x 10°mol L min™)
Mistura # OLS

1 0,48 0,05 —_

2 0,36 0,05 —

3 0,98 0,11 —

4 0,99 0,09 —

5 0,73 0,05 0,31
6 0,92 — 0,22
7 0,90 0,22
8 0,85 0,05 0,38
9 0,61 0,06 0,30

Tabela 35: Taxas de transporte de aminodcidos calculadas via TLD
Phe Tyr Trp
- | (x10°mol L min?) | (x 10°mol L* min™) | (x 10°mol L min™)
Misturas # , TLD

6 7 1,06 — 0,22
58 1,93 0,00 0,16
59 1,06 0,01 0,12
589 1,09 0,01 0,13
56789 1,40 0,00 0,27

Os resultados sdo ligeiramente diferentes entre si (OLS e TLD) o que pode ser
atribuido ao tipo de carregador empregado. No estudo do transporte de potassio com os
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nitrofenolatos o carregador, um éter coroa, tinha uma cavidade de tamanho bem definido € os
resuitados via OLS e TLD foram consistentes. No caso de aminoacidos, as micelas reversas
tém tamanhos muito variados, segundo uma distribuigdo de Boltzmann e nas interfaces ocorre
um processo dindmico de formag¢io e rompimento destas micelas. Sendo assim, é impossivel
haver um controle da distribuicio de tamanhos das micelas e, se houver a disponibilidade
maior de um dos aminoacidos, é possivel que as micelas sejam maiores, de forma a acomodar
as espécies a serem transportadas e os resultados sejam mais altos.

A decomposigdo de valores singulares foi novamente usada para determinar o nimero
de fatores necessario para modelar o transporte através das membranas. Desta vez os
resultados obtidos por justaposigdo das matrizes na horizontal e na vertical indicam que ha um
desvio da linearidade mais acentuado que no caso dos nitrofenolatos, de modo que os
resultados do TLD s#io menos precisos neste estudo do que no problema anterior. No
Apéndice II ¢ mostrada uma rotina em linguagem MATLAB para fazer esta selegio de
comprimentos de onda e intervalos de tempo. O que se procura é uma regiio onde os valores
singulares do SVD para as matrizes justapostas na horizontal sejam o mais préximos possivel
dos valores encontrados com as matrizes justapostas verticalmente.

Como observado na Tabela 34, se Phe e Tyr estio juntas na fase fonte a taxa de
transporte de Phe ¢ 8,8 vezes maior que a da Tyr (Phe/Tyr=8,80; misturas 1 a 4); usando Trp
ao invés de Tyr a raziio (Phe/Trp) é menor, cerca de 2,12 (misturas 5 a 7).

Concluindo...

Através desta série de resultados pode-se concluir que a principal causa da
solubilizagdo dos aminoacidos na interface com AOT (a regidio onde estdio as caudas apolares
do surfatante) é o efeito hidrofébico. O ganho entrépico com a remogio das cadeias laterais
hidrofobicas dos aminodcidos da agua e sua imersdo na interface apolar do AOT parece ser
forte o suficiente para promover o processo de solubilizagao.

A presenga de regides polares nas cadeias laterais dos aminoacidos que possam
aumentar a afinidade do soluto pela agua, através da formacéio de pontes de hidrogénio, reduz
significativamente o coeficiente de partic@o interfacial. A ligagdo de hidrogénio entre soluto e



Resuitados ¢ Discussio 108

agua se opde a solubilizagdo interfacial e tem influéncia na oposigio ao efeito hidrofobico
[115]. -

Por fim, é preciso destacar que usando os aminoédcidos é esperado que ocorra uma
flutuagdo nos resultados, uma vez que o processo tem algumas varidveis que ndo podem ser
bem controladas: nas interfaces fase fonte / membrana e membrana / recebimento ocorre um
processo dindmico de formagdo / rompimento de micelas reversas e ndo € possivel saber qual'
¢ a taxa com que estes processos acontecem. Nestes experimentos foi tomado muito cuidado
no controle da temperatura. Além disso, os tamanhos das micelas reversas seguem uma
distribuigio de Boitzmann, como dito anteriormente, possibilitando a entrada de maior ou
menor quantidade de espécies dependendo do tamanho das micelas.

B3: Experimentos com TOMAC

Foi estudada a possibilidade da aplicagdo de um surfatante catidnico, o cloreto de
trioctilmetilaménio, TOMAC, como carregador para o transporte de aminoacidos através de
membranas liquidas. Neste caso a fase fonte foi mantida com pH alcalino a fim de criar cargas
negativas nos aminoé.éidos, uma vez que as micelas reversas estardo carregadas positivamente.

Com a utilizagio de surfatantes catibnicos é necessario manter na fase de recebimento
uma concentragio adequada de um sal. O gradiente de ions cloreto entre a fase de recebimento
e a fase fonte € a forca — motriz da transferéncia neste sistema [116].

A Figura 38 mostra o0 mecanismo do transporte com 0 TOMAC ou com o DODAC.

Fase Fomie Membrana Fase de Recebimento
. l

N (
/ N

c*a

“0 A"

C = yarfatante Alta concentragio de
catiénico Cloreto; pH=7

Figura 38: Mecanismo de transporte {(antiporte) com surfatantes catiénicos
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Apesar de terem sido feitos experimentos mantendo o pH da fase fonte em valores
altos (maiores que pKez de todos os aminodcidos) e uma concentragdio de cloreto entre 0,5 ¢
1,0 mol.L™! na fase de recebimento ndo foi observado transporte significativo em nenhum dos
casos, especialmente para a tirosina. Os espectros da fase de recebimento para este compostos
foram semelhantes a ruidos instrumentais, o que levou & sua exclusio do conjunto a ser
analisado. Os demais experimentos, com Phe e Trp apresentaram valores muito baixos de
absorbdncia na fase receptora, o que causou muita instabilidade nos célculos das
concentragdes ¢ consequentemente muitos erros na determinagdio das taxas de transporte.

~ Apenas para finalizar, vale a pena ressaltar que as micelas de TOMAC sdio muito pequenas.

B4: Experimentos com DODAC

O mecanismo de transporte no caso deste surfatante é idéntico ao mostrado para o
TOMAC. As taxas de transporte calculadas via OLS para os expenmentos indicados na Tabela
10 (parte experimental, pig. 58) sdo mostradas na Tabela 36.

Tabela 36: Resultados dos transportes com micelas reversas de DODAC

[DODAC] Aminedcido pH fase fonte Taxa de transporte
(x10° mol.L'") x 10° moL.L! 5
50 Trp 11,0 10,10
50 Phe 11,0 4,75
50 Tip 9.0 952
50 Phe 9.0 3,13
50 Tyr 9,0 0,95
30 Tip X 7,52
30 Phe 2.0 4,48
15 Trp 9,0 - 6,13
15 Phe 9,0 2,22
50 Trp 8,0 2,70
50 Phe 8,0 1,03

.A fase de recebimento, a exemplo dos estudos com TOMAC, foi constituida de uma
solugiio 0,5 mol.L”! de NaCl.

Das Figuras 39 e 40 pode-se verificar que ha uma dependéncia linear entre a
quantidade de surfatante utilizada e a taxa de transporte calculada para Trp e Phe, na faixa
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entre 15 e 50,10°mol.L"! de DODAC. Os valores para o Trp foram maiores que os para Phe,
a0 contrério do caso dos transportes com AOT..

Como era esperado observa-se uma forte queda nas taxas quando o pH inicial fica
‘abaixo do pK do grupo amino, por causa da maior quantidade de cargas positivas no
aminoécido. Acima de pH 9 o comportamento é praticamente constante, o que de certa forma
concorda com os dados anteriores (para AOT). A diferenga notada ¢ que aqui.o

comportamento ¢ bem mais linear.

-l 9!
E Trp
L L
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B Ll
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34
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Concentragio de DODAC x 10" mol/L

Figura 39: Efeito da concentracdo de surfatante sobre as taxas de transporte de Phe e Trp
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Figura 40: Efeito do pH da fase fonte sobre 2 tﬁxa de transporte de Phe e Trp
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PARTE C

Acido fenilbordnico (AFB) como carregador: o transporte de vitaminas

O transporte das vitaminas C e B, através de uma membrana, mediado por acido

fenilbordnico, ocorre segundo o mecanismo mostrado na Figura 41.

Fonte Membrana Recebimento
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HOCH HOCH
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Figura 41: Mecanismo (simporte) do transporte de vitaminas

Na interface fase fonte / membrana liquida o 4cido fenilbor6nico forma um complexo
com a vitamina, através da interagiio de suas duas hidroxilas com grupos didis vicinais da
vitamina {117,118]. Em alguns casos pode haver complexagdo também com compostos que
tenham grupos didis 1,3.

Foi feita ‘uma investigacdo sobre a influéncia de cinco fatores (concentragio de
carregador na membrana, temperatura, concentragio inicial de vitamina C, presenga de
glutationa na fase de recebimento e tipo de solvente) sobre a taxa de transporte do &cido
ascorbico através de membranas liquidas.

Para tentar viabilizar a utilizagdo de uma solugBo de vitamina C durante pelo menos dez
horas foi feito um estudo prévio, que seria um periodo suficiente para que se pﬁdesse utilizar &

tarde uma solugdo preparada pela manh&. Apos vérios experimentos, a estabilizagio desejada
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foi conseguida com a proporgio molar 1:1 entre 2 glutationa reduzida e o &cido ascdrbico. O
monitoramento no comprimento de onda de maxima absorbdncia da vitamina C (264 nm) de
uma solugdo 1,00.10° molL? deste composto, com e sem glutationa demonstra a

estabilizago obtida, conforme mostrado nas Figuras 42a e 42b.
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Figura 42: a) Decomposigdo da vitamina C sem glutationa; b) idem, com glutationa

Vale ressaltar que a proporgdo glutationa:vitamina C nos experimentos de transporte foi
maior que 1:1 em todos os casos.

A oxidagdo do Acido Ascérbico é irreversivel e ocorre em solugdo aquosa devido a
presenca de oxigénio dissolvido; outros fatores que afetam a oxidagio sio o pH e a
temperatura.

Para avaliar o efeito de um determinado fator sobre uma resposta experimental &
necessirio que ele seja variado, observando-se os resultados. Para isso sdo necessarios
experimentos com este fator em pelo menos dois niveis, o que da origem aos planejamentos
mé,is simples, que sdo aqueles onde todas as varidveis (fatores) séo estudadas em apenas dois
niveis (alto, representado por + e baixo, representado por - ). Havendo k fatores o
planejamento ser chamado de planejamento fatorial 2.

Os planejamentos fatoriais de dois niveis sdo de grande utilidade em estudos
preliminares, quando apenas se quer saber se determinados fatores tém ou nfo influéncia sobre
a rtesposta experimental, sem uma descricio muito detathada desta influéncia. Se for
necessario conhecer melhor a relagdo existente entre fatores e resposta pode-se expandir estes

planejamentos e formar outro, mais sofisticado. Quando existem muitas varidveis a serem
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avaliadas ¢ mais conveniente usar um planejamento fatorial fracionario, que ndo ser discutido
aqui [119,120].

C 1: Transporte de vitamina C

Com os resultados dos experimentos de transporte foram calculadas, via OLS, as taxas
para a vitamina C nos 32 experimentos. Tais valores foram os dados de entrada para o
programa FATORIAL, que foi usado para calcular os efeitos neste estudo. As respostas
experimentais e os valores dos efeitos sdo dados abaixo, a descricio completa do
- planejamento 2° é dada no Apéndice X.

*** VALORES DAS RESPOSTAS PARA 0OS ENSAIOS ESPECIFICADOS.....:

(1) = .1975 e = L2031
a - = .2645 ae = .3572
b = .1910 be = .1503
ab = .1957 abe = .3691
© = .1855 ce = .1583
“ac = .3707 ace = .3565
be = .1242 bece = .2292
abc = .2729 abce = . 3462
d = .1s6ll de = .6295
ad = .2852 ade = .2992
bd = .1139 bde = .5280
abd = .2284 abde = .2332
cd = .1489 cde = .5719
acd = L2247 acde = .3027
bed = .1263 becde = .4788
abed = .1511 abcde = .2216

Faz-se necessarto citar aqui que pé.ra efeitos de inclus@o no programa os valores das
taxas de transporte da vitamina C (as respostas do fatorial) foram multiplicadas por 1,0.10°,
~ Para o céleulo dos efeitos o que se faz é uma média dos -vélores das respostas,
considerando o sinal algébrico segundo o planejamento (veja o Apéndice X para a explicagiio
completa do procedimento). _
" Nos. planejamentos fatoriais o termo efeito é o fator de variagdo de uma resposta

quando as condigdes experimentais sdo alteradas do nivel baixo para o alto em cada varidvel,
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Os primeiros resultados conseguidos com o FATORIAL foram os seguintes:

ESTIMATIVA DOS EFEITOS:

2711 . E

I = = L1371
A = .0176 AE = -.0755
B - -.0473 BE = L0070
AB = -.0080 ABE = L0119
c = ~.0086 CE = -.0045
AC = .0103 ACE = -.0052
BC = .0012 BCE = .0107
ABC = -.0116 ABCE = -.0096
D = .0458 DE = L0911
AD = -.1191 ADE = -.1108
BD = -.0205 BDE = -.0247
ABD = .0064 ABDE = .0016
cD = -.0230 CDE = L0073
ACD = -.0152 ACDE = ,0348
BCD = -.0010 BCDE = -.0125
ABCD = .0035 ABCDE = L0119

No caso de planejamentos do tipo 2 ¥ o nitimero de efeitos principais e de interagBes de

ordem superior é facilmente visto com um tridngulo de Pascal:

Fatores (k) 1
2 121
3 1331
4 14641
5 1 51010 51
6 1 6 15 20 15 6 1

Sera necessario fazer algumas suposigdes a fim de calcular o erro dos valores
’ e_ndontradds ‘uma vez que nfo foram feitas duplicatas.

- Um plane;amento com 5 fatores (como o do caso em questdo), tem 5 efeitos principais,

10 mterac;ﬁes de d01s fatores, 10 interagdes de trés fatores, 5 interages de quarta ordem e uma
interagdo de quinta ordem. Admitindo que pequenas variagBes nos fatores ndo causem
variaéées bruscas na resposta, ou seja, admitindo que a superficie de resposta ¢ relativamente
suave na regido que esta sendo estudada, espera-se que os coeficientes do modelo obedegam a
uma certa hiefarquia, de maneira que os termos de ordem menor sejam mais importantes que

os de alta ordem; isto quer dizer, exatamente, que os efeitos principais devem ser mais
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importantes na formulagio do modelo do que uma interagdo de quarta ou quinta ordem, por
exemplo [120].

Em geral ¢ esperado que a importincia de uma interagdio para um modelo descresga &
medida que o nimero de fatores envolvidos aumenta, pois caso contrario nfo seria possivel
obter um modelo satisfatorio para a superficie de resposta com um niimero finito de termos
[120].

No estudo com a vitamina C serio considerados importantes apenas os efeitos
principais, de segunda e de terceira ordem; os outros seis (cinco de quarta ¢ um de quinta
ordem) serdo atribuidos a flutuages aleatorias caracteristicas do processo de transporte, ou em

“outras palavras, ao ruido contido nas respostas do planejamento. Ao elevar ao quadrado cada
uma destas interagdes de ordem mais alta é obtida uma estimativa da varidncia de um efeito.
Fazendo uma média dos seis valores encontra-se uma estimativa conjunta, com cinco graus de

liberdade (porque os valores sio independentes). Assim:

K4BDC)? + (4BCE)? + (4BDEY + (ACDEY + (BCDE)* +(ABCDEY:|

1% (efeito) = c

l(0,0035)* +(~0,0096)? +(0,0016)* +(0,0348)? +(~0,0125)* +(0,01 19)°]
6

V (efeito) = 0,000269

V (efeito) =

Tirando a raiz quadrada obtém-se a estimativa do erro padrdo de um efeito, s:
5§=0,0164

Para tentar diferenciar o que é ruido nos resultados do planejamento, separando-os do
que realmente ¢ um efeito, pode ser feita a analise por meio de graficos normais. No Apéndice
X1 encontram—sel mais informagdes sobre a construgio destes graficos.

Examinando o grafico normal das estimativas, obtido com o programa FATORIAL
(Figtk; 43), pode-se observar que os pontos centrais estio melhor ajustados a uma reta cuja
interse¢dio com a probabilidade acumulada de 50% ocorre praticamente sobre o ponto zero do
eiko_das abscissas; isto significa que tais pontos vieram de uma populagio normal com média
zero e nio representam nenhum efeito significativo. Os demais pontos, sendo muito afastados

da reta, devem ser provenientes de uma distribuigdo diferente daquela dos pontos centrais;
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quanto mais afastados estiverem estes pontos, mais significativos serdo os efeitos que eles

representam [120]. E muito 1mp0rtante ressaltar que nem fodas as estimativas estio colocadas

na Figura 43, que foi obtida diretamente do programa FATORIAL, de modo que ndo foi

possivel colocar a identificag@o de cada uma neste grafico.

Para decidir se os efeitos calculados sdo significativamente diferentes de zero foi

empregado um teste ¢ V(Student). No nivel de 95% de confianga o valor de t corresponde a
2,447 [119].-Como o valor do erro padrdo de um efeito foi calculado como sendo s = 0,0164

somente consideram-se significativos os efeitos cujo valor seja maior que 2,447 * 0,0164,

ou seja, os valores maiores que 0,0401. Assim, continuando com o FATORIAL,

*4+ BSPECIFIQUE

ACE
BCE
ABCE
DE
ADE
BDE
ABDE
CDE
ACDE
BCDE
ABCDE

TR T T I (P I 1 oo on oo un

0§ EFEITOS QUE DEVEM SER INCLUIDOS NA MODELAGEM DA RESPOSTA:

L2711 ' ZERAR ? [S/N] n
.0088 ZERAR ? [S/N]l s
.0436 ZERAR ? [S/N]1 n
-.0040 ZERAR 7 [S/N] s
.0043 ZERAR ? [5/N] s
.0052 . ZERAR 7 [8/N] s -
.0006 ZERAR ? [S/N] s
.0058 ZERAR ? [S/N] s
.0429 ZERAR ? [S/N] n
. 0596 ZERAR ? [8/N] n
.0102 ZERAR ? [S/N] s
. 0032 "ZERAR ? [8/N] s
-.0115 ZERAR ? [S/N] =
L0076 ZERAR ? [S/N] =
.0005 ZERAR ? [S/N] s
.0017 ZERAR ? [S/N] s
.0685 ZERAR ? [S/N]l n
.0408 ZERAR ? [S/N] n
.0035 ZERAR ? [S/N] =
. 0059 ZERAR ? [8/N] s
.0022 ZERAR ? [S/N] =
.0026 ZERARA? [S/N] s
.0053 ZERAR ? [8/N] =
.0048 ZERAR ? [3/N] s
L0455 2ERAR ? [S/N]l n
.0554 ZERAR ? [S/N] n
.0124 ZERAR ? [3/N] s
.0008 , ZERAR ? [S/N] s
. 0037 ZERAR ? [8/N] s
L0174 ZERAR ? [3/N] s
.0062 ZERAR' ? [S/N] s
. 0059 ZERAR ? [8/N] =
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Um modelo bem ajustado deve ser capaz de representar toda a informaggo sistematica
dos dados, restando a parte aleatoria para os residuos. Fazendo um grafico normal dos residuos
deve-se encontrar uma reta que passe pelo ponto (x, P) = (0, 50), ou seja, os residuos ndo
devem ser significativos (a idéia aqui é a mesma usada para determinar quais sfo os efeitos
significativos, usando um grafico normal, como descrito anteriormente).

Ainda sobre os residuos é importante ressaltar que o grafico destes valores contra as
respostas previstas por um modelo deve ter a aparéncia mais aleatéria possivel; isto vai indicar
que nio ha nenhuma espécie de tendéncia no ajuste, que seria causada pela inclusdo dos erros
néo-sistem4ticos na modelagem.

VALORES DOS EFEITOS QUE SERAC INCLUIDOS NA MODELAGEM:

I = .2711 E = .0685
A = -0000 AE = -.0408
B = -.0436 BE = .0000
AB = 0000 ABE = . G000
ol = .0000 CE = .0000
AC = . 0000 ACE = . 0000
BC = . 0000 BCE = .0000
ABC = -0000 ABCE = - 0000
D = .0429 DE = .0455
AD b ~.0596 ADE = -.0554
BD = .0000 BDE = . 0000
ABD = . 0000 ABDE = -0000
CD = - 0000 CDE = .0000
ACD = .0000 ACDE = . 0000
BCD = .00600 BCDE = . 0000
ABCD = .0000 ABCDE = . 0000
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GRAFICO NORMAL DAS ESTIMATIVAS
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Figura 43: Grafico normal das estimativas (programa FATORIAL)
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GRAFICO DOS RESIDUOS CONTRA AS RESPOSTAS PREVISTAS
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Figura 44: Gréfico dos residuos vs. respostas previstas (programa F ATORIAL)
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GRAFICO NORMAL DOS RESIDUOS
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Figura 45: Grafico normal dos residuos (programa FATORIAL)
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Tendo mcluido somente os efeitos B, D, AD, E, AE, DE, ADE e a média @, os
- resultados obtidos foram os seguintes:

RESULTADOS DA MODELAGEM

ENSAIO RESPOSTA RESPOSTA PREVISTA RESIDUO
(1) .1975 .2070 -.0095
T a .2645 .2908 -,0263
b .1910 .1597 .0313
ab . 1957 .2435 -.0478
c .1855 .2070 -.0215
ac .3707 .2908 0799
bc 1242 .1597 -.0355
abc .2729 .2435 .0294
d .1611 .1700 -.0089
ad .2852 .2372 .0480
bd .1139 .1227 -.0088
abd .2284 .1899 .0385
cd .1489 L1700 -.0211
acd 2247 .2372 ~.0125
bed .1263 -1227 .0036
abcd .1511 .1899 -.0388
e .2031 2177 -.0146
ae .3572 .3721 -.0149
be .1503 1704 -.0201
abe .3691 . 3248 .0443
ce .1583 .2177 -.0594
ace - . 3565 .3721 -.0156
bce 2292 .1704 .0588
abce .3462 .3248 .0214
de .6295 .5845 . 0450
ade .2992 2790 . .0202
bde .5280 .5372 -.0092
abde .2332 .2317 : -0015
cde ) .5719 .5845 -.0126
acde . 3027 2790 .0237
becde .4788 .5372 -.0584
abcde .2216 .2317 -.0101

O grifico de residuos contra respostas previstas (Figura 44) também se apresenta
bastante aleatério, validando o modelo ajustado. Na Figura 45 foi mostrado o gréfico normal
dos residuos e pode-se observar que todos eles estdio satisfatoriamente sobre uma reta,
indicando bom ajuste do modelo.
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A observagio dos valores absolutos dos efeitos incluidos na modelagem indica que os

mais significativos foram os seguintes:

Ordem | Efeito Varidveis Sinal algébrico
) o E Solvente +
2° . AD [AFB] + Glutationa -
3 ADE [AFB] + Glutationa + Solvente -
42 DE Glutationa + Solvente +
52 B Temperatura -
62 D Glutationa +
72 AE {AFB] + Solvente -

A atribui¢dio dos sinais positivos e negativos para cada nivel de cada varidvel (ver
Tabela no apéndice X) ¢ arbitraria. Para variveis quantitativas € normal que se atribua o valor
mais alto para o nivel +; com as qualitativas observa-se a arbitrariedade (por exemplo, a
atribuicfio de nivel alto para a presenga de glutationa na fase de recebimento ¢ aleatoria; a
auséncia poderia ter sido o nivel superior). Ao inverter os niveis (trocar as defini¢6es de nivel
alto e de nivel baixo entre si) os sinais no resultado final também sdo invertidos, sem no
entanto causar nenhuma diferenca em termos de interpretagéo.

Um efeito positivo para uma varidvel (o solvente, por exemplo) significa que ao trocar
o diclorometano (definido como nivel inferior) pelo cloroférmio (definido como superior) €
conseguido um aumento na taxa de transporte da vitamina C através da membrana.

Observa-se que o efeito teria sido negativo se o cloroformio fosse definido como nivel
inferior; note que neste caso ao passar do nivel inferior (CHCl3) para o superior (CHXCl;)
seria encomtrada wma diminuicdo da taxa de transporte. A conclusdo seria, entdo, a mesma
encontrada anteriormente.

Dos resultados apresentados pode-se concluir que o passo seguinte a realizacdo desta
“triagem” inicial de varidveis deve ser a investigaciio mais detalhada dos efeitos onde estejam
envolvidas as variaveis solvente (E), concentragdo de acido fenilborénico (A), temperatura (B)
e presenga ou nio de glutationa na fase de recebimento (D), ja que estes efeitos e suas
interagdes foram os mais significativos.

A vitamina C ¢ sohivel em agua (portanto em solventes polares). Em uma situagfo na
qual houvesse somente um compartimento aquoso contendo vitamina C em contato com outro
compartimento conteado cloroférmio ndo seria observada uma extragdo da vitamina para o

solvente organico. Entretanto, caso este segundo compartimento contivesse diclorometano, a
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extrac@o seria mais facil. Isto ocorre porque, sendo soliivel em solventes polares, quanto maior
for a constante dielétrica da membrana, mais facilmente havers a extragdo da vitamina para
esta fase,

No entanto, com a presenga do AFB na membrana, o carater hidrofébico / hidrofilico
do complexo AFB-vitamina formado ¢ diferente do das vitaminas isoladas. Seria esperado que
o transporte do &cido ascorbico mediado pelo AFB fosse mais eficiente na membrana liquida
de diclorometano, o que nfio ocorre exatamente devido z esta alteracsio deste cariter
hidrofébico / hidrofilico. Os resultados deste planejamento mostraram que ha um
favorecimento do transporte quando o solvente é trocado de diclorometano para cloroférmio.

Para o caso da vitamina C, os valores de entalpia de solubilizagio em agua e de
comiplexagio com AFB em agua sdo, respectivamente, AH,yy” = 22,461 kJ.mol” € AHuoumpies” =
22,365 kJ.mol”. Tais valores foram obtidos, em quintuplicata, através da calorimetria de
quebra de ampolas ¢ mostram que o processo de complexagiio é entropicamente dirigido.
Assim, nota-se que o processo é endotérmico e os dois valores de entalpia siio muito
proximos, indicando a auséncia de efeito entalpico.

Uma vez que sem a complexagdo nfo pode haver transporte da vitamina C nestas
condi¢Ses, uma prova indireta desta complexacio é a detecgio da vitamina na fase de
recebimento. Como o processo de complexagio deve ser espontineo (AG < 0) é a entropia
que dirige o processo.

A interagio [AFB] com glutationa (AD) indica que a0 aumentar a [AFB] e adicionar
glutationa na fase de recebimento ocorre uma diminuicio na eficiéncia do processo de
transporte. Este € um fato curioso, pois o esperado é que se aumente a taxa de transporte com
o aumento da [AFB]. Por enquanto isto serd deixado de lado pois, como ser4 visto, 0 mesmo
problema vai aparecer em alguns casos de transporte simultdneo de vitaminas B; ¢ C. Este
comportamento é reforcado pelos efeitos também negativos nas interages ADE ([AFB],
glutationa e solvente) e AE ([AFB] e solvente).

Analisando a interagio DE observa-se que é mais conveniente usar glutationa na fase de
recebimento e cloroférmio como membrana, pois o efeito encontrado foi positivo (aumento na
taxa de transporte medida). O processo de oxidagdo da vitamina C (de certa forma rapido)
pode ser impedido com a utilizagio de glutationa na forma reduzida, uma vez que ela possui
um potencial de oxidagio maior que o 4cido ascdrbico, evitando assim a oxidagdo da
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vitamina. No caso de nio se evitar este processo o monitoramento do transporte seria
prejudicado porque haveria cido dehidroascorbico (que nio apresenta absorgéo na regido UV
— Vis) na fase de recebimento, dando a impressdo de estar havendo menor transporte que o
real.

O efeito da temperatura, sendo negativo, sugere que seria vantajoso diminui-la de 25
para 15°C para favorecer o transporte. Entretanto, em alguns casos houve grande dificuldade
para a estabilizagio deste parfimetro durante os experimentos. Muitas vezes foram feitas
replicatas para evitar erros maiores mas ainda assim néio se pode dizer que ha confiabilidade

neste resultado; na verdade ¢ esperado um aumento do transporte s¢ a temperatura é maior.
C 2: Estudos com misturas das vitaminas B, e C

O transporte simultineo de vitaminas B; e C foi estudado utilizando o mesmo
carregador, AFB. O objetivo desta etapa foi o de verificar a influéncia do solvente e da
concentracfio de AFB na taxa de transporte das duas vitaminas em membranas de cloroformio
e diclorometano. Os experimentos foram feitos com concentragdes de AFB variando de zero a
8,0.10° mol L, em cada um dos solventes e em duplicata. Estes dados foram analisados em
partes, usando planejamentos fatoriais 2* para descrever a influéncia de cada fator sobre as
taxas de transporte usando diferentes concentraces de AFB.

Na Tabela 37 as respostas correspondem aos respectivos valores das taxas de
transporte de cada vitamina, calculadas via OLS, como sempre tem sido feito.

Tabela 37: Dados experimentais (duplicatas) do transporte de vitaminas.

CONCENTRACAO RESPOSTAS
(x10° mol.L}) TAXA DE TRANSPORTE (mol L s') x 10*°
[AFB] B,C CD CC

1 520 | 539 | 1550 [ 1590 | 547 5,55 16,12 16,48

2 656 | 670 | 2280 | 2340 | 9,01 915 28,09 2871

3 12,67 1 1293 | 36,70 | 38,70 | 16,67 | 16,93 58,85 60,15

4 16,63 | 16,97 | 5547 | 56,93 | 18,75 | 19,05 74,27 75,93

5 16,83 | 17,17 | 60,01 | 61,59 | 19,05 | 1935 75,16 76,84

6 17,03 | 17,37 { 59,02 | 60,58 | 19,15 | 19,45 76,55 78,25

7 17,13 | 1747 | 5961 | 61,19 | 1944 | 1976 78,72 80,48

8 16,93 | 17,27 | 61,00 | 62,60 | 20,73 | 21,07 80,11 81,89

B;D: vitamina B, em diclorometano; B,C: vitamina B, em cloroformio; CD: vitamina C em
dlclorometano CC: vitamina C em cloroférmio
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Os planejamentos 2? foram analisados usando os valores que aparecem na coluna
RESPOSTAS (taxas de transporte) da Tabela 38.

Nesta Tabela aparecem os valores médios das taxas de transporte de cada vitamina em
cada ensaio de cada planejamento fatorial (as respostas), a estimativa conjunta da varidncia em
cada caso (s%), o erro padrdo de um efeito (8) e o valor a partir do qual deve ser considerado
significativo um efeito (ts x 5).

Tabela 38: Planejamentos com as vitaminas

FATORES | RESPOSTAS ST " S Xty
& 10y mol L's™ | (est. Conjunts) | (est. individual para
um efeito)
A B B: C B, C B, C B, C
- I - 534 | 551
1 + - 6,63 9.08 |0,069 0,068 0,05 0,05
- | + I1570 [ 1630 0,19 | 0,18
+ |+ | 23,10 | 28,40
- | - | 663 | 9.08
+ | - | 1680 | 1890 | 0,328 | 0,406 0,11 | 0,13
2] - 1+ [23,10 ] 2840 041 | 045
+ | + | 5620 | 75.10
=1 - | 12,80 | 16,80
+ - 17,20 | 19,30 | 0,627 | 0,292 0,18 0,15
3 - + 38,20 | 59,50 0,64 0,54
+ | + | 5980 | 77.40
- | - 11680 | 1890
+ - 17,10 | 20,90 | 0,615 | 0,766 0,15 0,17
4 [ = I+ [ 5620 75.10 0,56 | 062
+ | + | 61,80 | 81,00
-1 - | 534 | 551
+ - 16,80 | 189G | 0302 | 0,378 0,11 0,12
s - 1+ 1570 1630 039 | 043
+ + 56,20 | 75,10
- | - | 663 | 9,08
+ - 17,10 | 20,90 | 0,382 | 0,766 0,12 0,12
6 - + 23,10 | 28,40 0,44 0,62
+ | + | 61,80 | 81,00 '

O valor de §* é calculado de uma forma um pouco diferente da que foi discutida no

- caso do planejamento 2°. Agora existem duplicatas de cada ensaio ¢ como cada repetigio é
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auténtica e foi realizada em ordem aleatéria, pode-se usar a variﬁncia.de um par de valores
como sendo uma estimativa da verdadeira varidncia devida aos erros aleatérios caracteristicos
dos experimentos. Foi admitido que todo o espago experimental investigado tem a mesma
varidncia populacional, sendo possfvel combinar as informagdes das repeti¢des em todos os
- ensaios a fim de fazer uma estimativa com mais graus de liberdade.

Cada experimento foi realizado duas vezes, de modo que fornece uma estimativa com
apenas um grau de liberdade. Foi feita a média ponderada de todas as estimativas (usando
como pesos 0s proprios graus de liberdade) para obter a estimativa conjunta com guatro graus
de liberdade, segundo a equagdio (16) [119] '

2 s 2

2 _ (V1 53 +V2.S's +-"+Vmsm)

s = (16)
V, +V, Feeet v,

onde V, =n—1 ¢ o nimero de graus de liberdadee S ,2 € a estimativa da varidncia do i-
€simo ensaio.

De acordo com o indicado anteriormente, quando séo calculados (via programa
FATORIAL) os efeitos em cada caso, o que se faz € uma combinacio linear de quatro valores
médios de resposta (Apéndice X) com coeficientes a; valendo +1/2 ou ~1/2. Uma vez que os

experimentos foram feitos em ordem aleatéria e as repeticbes sio auténticas, os valores
\ V
encontrados sfo independentes e tém a mesma varidncia Cry. Aplicando a equagio

2 2 2 en . .
g, = Z d; O; encontra-se a varidncia de um efeito. Assim:
i

I}(efeito)=[%+%+%+i-) §=0§ ,

Como cada valor médio de resposta é uma média de duas observagdes independentes,
2 2 2
O3 = —2" sendo O a varidncia de uma observagdo individual. Finalmente, usando a

estimativa  (s*) ao invés da varidncia é estimado o emo padrio de um efeito:

5 (efeito) = [2.21}5 i
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Novamente ¢ necessério decidir se os valores dos efeitos sdo significativamente

diferentes de zero e o teste t ¢ empregado. Agora temos quatro graus de liberdade e

encontramos na literatura que o valores de t4 para 95% de confianga ¢ 2,776 [119]. Apenas

para relembrar o que isso significa: somente serfio considerados importantes os efeitos maiores

que t4 x 8, indicado na Gltima coluna da Tabela 38.

- Na Tabela 39 s&o indicados os valores dos efeitos principais e da interagdo binaria em

cada planejamento e para cada vitamina, incluindo-se os desvios-padrio (s).

Tabela 39: Dados dos planejamentos no estudo de transporte simultineo de vitaminas

EFEITO x 10*
Planejamento M A B AB
Vitamina B,
1 1,27 £0,09 0,44 £ 0,19 1,34+£0,19 0,31+0,19
2 2,5710,21 2,16 £ 0,41 2,79+0,41 1,15+ 0,41
3 3,20+ 0,32 1,30 0,64 3,40 £ 0,64 0,86 +0,64
4 3,80+0,28 0,29 + 0,56 4,20 +0,56 0,26 + 0,56
5 2,35+£0,20 2,59 £0,39 2,48 +£0,39 1,46 £ 0,39
6 2,71+£0,22 2,46 £ 0,44 3,05+0,44 1,41 £0,44
Vitamina C ‘
1 1,48 £ 0,09 0,78 £ 0,18 1,50+0,18 0,43£0,18
2 3,29+0,23 2,83 +0,45 3,77+£0,45 1,84 +0,45
3 4,32 £0,27 1,02 + 0,54 5,04 £0,54 0,77 +£0,54
4 4,90 +0,31 0,401 0,62 5,82+0,62 0,19+ 0,62
5 2,90+0,23 3,61 £0,43 3,35+£0,43 2,27 £0,43
6 3,48+0,31 3,22+ 0,62 3,9710,62 2,04 £0,62

-M=média A= efeito principal da concentra¢io de AFB B = efeito principal do solvente
AB = efeito de interacio de A ¢ B

Pode ser notado que no planejamento 4 (onde os niveis baixo e alto de [AFB] foram 4
e 8.10° mol L™ , respectivamente) os efeitos A ([AFB]) e de interagdo com o solvente (AB)

sdo menores que o erro padrdo. Comparando os valores dos efeitos nesta Tabela com os
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valores das ultimas colunas da Tabela 38 pode-se verificar que em todos os casos o valor
absoluto do efeito ¢ maior que o valor minimo para significincia com 95% de confianga.
Observa-se que o eféito de interaco é menor que os efeitos principais em todos os
planejamentos realizados, chegando a ser, em alguns casos {(planejamento 3), muito proximo
do intervalo de confianca. Esse resuitado mostra que a interagdo nfo produz um efeito
sinérgico no transporte das duas vitaminas. Além disso, nota-se que o efeito do solvente (B) &,
na maioria dos casos mais significativo que o efeito da concentragdo (A).
As ﬁnicas excegdes ocorreram nos planejamentos 5 e 6, onde os valores dos efeitos
principais foram muito préximos entre si e a interag&o foi maior do que nos outros casos. O
" objetivo da realizagfio dos planejamentos 5 e 6 foi verificar o efeito da utilizagdo de niveis de
concentracdo de AFB mais distantes, mantendo-se uma propor¢io 1:4 entre eles
(concentragdes 1 e 4.10” mol.L” no planejamento 5 e, 2 ¢ 8.10° mol L™ no planejamento 6).
Os dados mostram que o aumento da concentragio de 2 para 8.10” mol.L™ ndo traz aumentos
 significativos na taxa de transporte das vitaminas, quando comparado com o aumento de 1
para 4.10° mol. L™, '

Esse resultado, observado a partir de [AFB] = 4.10” mol.L™ como ser4 visto logo a
seguir, deve estar relacionado com o efeito de saturagdo da membrana que, a partir de uma
certa concentra¢do do carregador (AFB), sofre uma redugio na capacidade de transporte das
vitaminas. Em outras palavras, o fator concentragio de AFB comega a ser limitante para o
processo de transpotte.

Com estes resultados foi feita uma anilise conjunta, mais completa, que permitiu
visualizar o comportamento geral das taxas de transporte de cada vitamina em cada solvente.
Os dados de transporte sio repetidos na Tabela 40, para maior clareza.

Com um grafico de barras pode-se notar claramente que é grande a influéncia do
solvente sobre o transporte e que a partir de 4.10° mol.L! de AFB ha uma tendéncia de
estabilizar o processo. Recordando, isto j& havia sido notado no caso do transporte apenas de
vitamina C (no planejamento 2°, onde foi verificado que o efeito da [AFB} ndo era

importante), porém naquele caso a “concentragdo limite” era mais baixa.
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Tabela 40: Dados do transporte de vitaminas

Taxas de transporte x 10'° mol L' s
[AFB] B: (CHCh) | C (CH,CL) | B, (CHCL) C (CHCE)
x 10° mol.L*

Zero 0,007 0,022 0,015 0,038
1 0,053 0,055 0.157 0,163
2 0,063 0,001 0,231 0,284
3 0,128 0,168 0,382 0,595
4 0,168 0,189 0.562 0,751
5 0,170 0,192 0,608 0,760 -
6 0,172 0,193 0,598 0,774
7 0,173 0,196 0,604 0,796
] 0,171 0,209 0,618 0,810

Para analisar a eficiéncia dos processos ao aumentar a [AFB] foram calculadas as

Taxa,

T sendo Taxa, a resposta, para cada vitamina, quando ocorre que

razdes R, =

zero
1.10° molL" < [AFB] <8.10° molL" e Taxa ., a taxa quando ndo hi carregador na
membrana. Nota-se que a vitamina B; tem o maior ganho no transporte se a membrana é de
cloroférmio, j4 a particr de 5.10° molL"’, e os valores sio praticamente o dobro dos
encontrados para a vitamina C nas mesmas condigdes. Em diclorometano a eficiéncia é menor,
mas as diferencas entre as duas vitaminas tornam-se ainda maiores, com os resultados para
~4cido ascorbico correspondendo a cerca de um tergo dos resultados para a riboflavina. Estes

resultados sdo mostrados na Tabela 41 e na Figura 46.
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Figura 46 : Taxas de transporte de riboflavina e acido ascorbico em varias condigGes
Nesta Figura, a medida que se caminha para a direita esta aumentando a [AFB] de |
até 8.10° mol. L7

Tabela 41: Razdo Ry para experimentos de transporte simultaneo de vitaminas B; € C em

cloroformio e diclorometano

Razio ;0
; B, (CH,Ch) | C (CHCL) | B, (CHCL) | C (CHCh)
1 827 2,48 10,68 4,24
2 10,26 4,09 15.71 7.40
3 19,81 7,57 25,99 15,49
4 26,00 8,51 38,26 19, 56
5 26,32 8,65 41,36 19,79
6 26,63 8,69 40,68 20,16
7 26,78 3.3 41,08 20,73
8 26,47 941 42,04 21,09

Embora seja a vitamina C o composto com as maiores taxas de transporte (Figura 46 e
Tabelas 39 e 40) nota-se que a influéncia da [AFB] € muito mais significativa para o caso da
riboflavina, certamente pelo fato desta molécula ser mais hidrofobica, o que facilita a sua

extragdo para dentro da membrana. E a diferenga de concentragio na membrana e na fase de
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recebimento que promove a liberagio da vitamina nesta segunda fase aquosa. Esta informagio
ndo pdde ser devidamente verificada quando do estudo pelos planejamentos fatoriais porque
ndo era possivel a comparagio das taxas e efeitos em toda a faixa de concentragio do
carregador.

Néo foi observado nenhum efeito de competiclio entre as duas vitaminas, ao contrério
do qﬁe ocorria no transporte de ions potassio com &nions de tamanhos diferentes € usando
18C6. Uma justificativa pode ser a diferenga de solubilidades das duas vitaminas em dgua e
em solventes orgénicos. A vitamina C & preferencialmente solubilizada em agua [121] em
relagdo & vitamina B;, de modo que ndio hé uma competigio pelo carregador no mesmo lado
da interface fase fonte / membrana, evitando problemas de impedimento espacial como para os
casos dos nitrofendis.

Numa tentativa de explicar o motivo da interrupglio do aumento das taxas a partir de
4.10° mol.L" foi sugerido que o 4cido fenilbordnico poderia estar formando um dimero (a
exemplo do que ocorre com alguns 4cidos carboxilicos), que o impediria de complexar-se com
as vitaminas. Foram realizados experimentos usando RMN 'H para tentar comprovar esta
hipétese.

No Apéndice XII podem ser encontradas todas as informagBes destes espectros para a
confirmacdo de que s#io realmente idénticos.

Outra tentativa foi analisar os espectros na regifio do infravermelho obtidos de solugdes
1.10° molL” e 8.10® mol.L". Caso houvesse a formagdo de dimeros seria de se esperar uma
alteragdo na banda referente 4s hidroxilas. Entretanto, mais uma vez nada foi verificado, o que
ndo permite observar a formagdo de dimeros ou n#o.
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CONCLUSOES

v Os processos empregando éteres coroa permitiram verificar o efeito da presenga de duas
espécies sobre suas taxas de transporte individuais: quanto maior o contra-ion no transporte de
potassio, menor é a influéncia que ele sofre pela presenga de outra espécie;

v A utilizagiio de métodos quimiométricos mostrou-se indispensavel para a calibragdo e
quantificagio dos diversos compostos empregados, devido & grande superposigdo espectral em
todos os casos;

v Os métodos multivariados de calibragio permitiram o aprofundamento do trabalho anterior
(mestrado) e esclarecimento de alguns pontos pendentes;

v A quimiometria tem um grande potencial nesta érea de processos de transporte, permitindo
quantificagdes precisas ¢ de certa forma rapidas, sendo iteis para a obteng@o de espectros de
espécies desconhecidas a partir de experimentos cinéticos com poucas misturas;

v Os resultados dos experimentos calorimétricos com S. cerevisiz, aliados aos obtidos nos
processos de transporte de compostos bactericidas permitem afirmar que ha boa mimetizagdo
dos processos bioldgicos por parte do modelo de transporte estudado (BLM),

v A proximidade das constantes dielétricas de solventes orgénicos comuns e de membranas
biologicas é um dos fatores principais, provavelmente, para que isto ocorra,

v O sistema funciona bem para o transporte de aminoacidos, sendo necessario variar pH’s
para a separagdo de espécies;

v No transporte simultdneo de aminoacidos hi grande influéncia da tirosina, retardando a
transferéncia de fenilalanina e triptofano; _

v O surfatante catibnico TOMAC ndo permite, nas condi¢Bes experimentais estudadas,
 realizar a extragio de aminoédcidos, provavelmente pelo tamanho reduzido das micelas
reversas formadas,

v Com o surfatante DODAC foi possxvel verificar o efeito do pH da fase fonte sobre as taxas
de transporte;

v Micelas reversas de AOT mostraram-se o melhor sistema para transportar aminoacidos
apesar da instabilidade verificada em algumas quantificages, causada pela impossibilidade de

controlar alguns parimetros no processo,
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¥ O trabalbo contribui nas investigagdes sobre o transporte de vitaminas através de
. membranas liquidas, assunto ainda pouco discutido na literatura;

v A natureza do solvente é um fator murto ‘importante no transporte de vxtamma Cc medmdo
por acido fenilbornico, devido a vanagﬁo de carater hidrofébico /- h:droﬁiioa do oomplaxo .
formado em relag@o & vitamina isolada; _
v Nio foi possivel, com as técnicas empregadas, explicar o motivo da limitacio do
transporte de vitaminas a partir de uma determinada concentragdo de carregador;

v’ As caracteristicas dos processos sfo bastante diferentes para os casos de transporte de
espécies catibnicas (K”), aminoacidos e vitaminas mas é possivel boa modelagem com um
sistema simples como a cela de Schulmann,



Bibliografia 134

Bibliografia

1) Lonsdale, H. K; J Membr. Sci., 10 (1982), 81.

2) Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry V. Al6, 187.

3) McBain, J. W; Kistler, S. S.; J. Phys. Chem., 35 (1931), 130.

4) Meyer, K. H; Sievers, J. -F.; Helv. Chim. Acta, 19 (1936), 649.

5) Meyer, K. H,; Strauss, W.; Helv. Chim. Acta, 23 (1940), 795.

6) Reid, C. E.; Kuppers, J. R.; J Appl Polym. Sci., 2 (1959), 264.

7 Araki, T. ; Tsukube, H. ; “Liquid Membranes: Chemical Applications”, CRC Press, Boca

- Raton, 1990.

8) Li, N.N; Calo, J. M; “Recent Developments in Separation Science”, CRC Press, v. IX, Boca
Raton, 1996.

9) Uragami, T.; in “Membrane Science and Technology”, Marcel Dekker, Inc., New York, 1992

10) Jain, M. H.; Wagner, R. C.; “Introduction to Biological Melhbranes”, Wiley- Interscience, 2 Ed.,
New York, 1980. |

11) Bittar, E. E.; “Membrane Structure and Function”, Wiley- Interscience, 3® Ed., New York, 1980.

12) Singer, S. I. ; Nicolson, G. L.; Science, 175 (1972), 722. (citado em (7)).

13) Khorana, H. G.; Bioorg. Chem., 9 (1980), 363-405

14) Tien, H.T.;“Bilayer Lipid Membranes (BLM) Theory and Practice”, 1% Ed., Marcel-Dekker, New
York, 1974.

15) Tyrrell, D. A,; Heath, T. D; Colley, C. M_;Ryman, B. E.; Biochim. Biophys. Acta, 457 (1976), 259-
302.

16) Fendler, J. H.; “Membrane Mimetic Chemistry™, 12 Ed., John Wiley & Sons, New York, 1982,

17) Cussler, E. L. ; AICREJ, 17 (1971) 1300.

18) Pedersen, C. J. ; J. Am. Chem. Soc. , 89 (1967), 7017

19) Dietrich, B.; Lehn, }.-M_; Sauvage, J.-P.; Tetrahedron Lett., (1969), 2889.

20) Lamb, J. D; Christensen, J. J.; Izatt, R. M.;J Chem. Educ., 57 (1980), 227.

21) Lonsdale, H. K.; J Membr. Sci., 11 (1983), 120,

22) Izatt, R. M.; Lamb, J. D; Bruening, R. L.; Sep. Sci. Tech., 23 (1988), 1645.

23) Cahn, R. P.; Li, N. N.; J Membr. Sci., 1 (1976), 129,

24) Reusch, C. F.; Cussler, E. L.; AIChE J., 19 (1973), 736.

25) Launger, P.; in “Membranes et Communication Intercellulaire”, Les Houches, Session XXXIII,
North-Holland Publ. Co., 1981.

26) Noble, R. D.; Sep. Sci. Tech. 22 (1987), 731.



Bibliografia 135

2T7) Weber, E.; Vogtle, F.; Top. Curr. Chem., 98 (1981), 3.

28) Lehninger, A. L. ; Nelson, D. L. ; Cox, M. M. ; “Principles of Biochemistry”, 2™ ed. , Worth
Publishers, Inc., New York, 1993.

29) Starzak, M. E.; “The Physical Chemistry of Membranes™, Academic Press, Orlando, 1984.

30) Kakutani, T.; Nishiwaki, Y.; Senda, M.; Bull. Soc. Chem. Jpn., 59 (1986), 781.

31) Fyles, T. M.; Malik-Diemer, V. A.; Whitfield, D. M_; Can. J. Chem., 59 (1981), 1734,

32) Tuwiner, S. B.;"Diffusion and Membrane Technology”, Reinhold Publishing Corp. - Chapaman &
Hall, London, 1962.

33) Burchard, J. K. ; Toor, H. L. ; J. Phys. Chem., 66 (1962), 2015,

34) Atkins, P. W. ; “Physical Chemistry”, 4th Ed., Oxford University Press, Oxford, 1990.

35) Shinki, S.; Kinda, H.; Araragi, Y.; Manabe, O.; Bull Soc. Chem. Jpn., 56 (1983), 559.

36) Maruyama, K.; Tsukube, H.; Araki, T.; J dm. Chem. Soc., 104 (1982), 5197.

37) Wong, K. H,; Yagi, K.; Smid, J.; J Membr. Biol., 18 (1974), 379.

38) Noble, R. D.; Way, J. D, Eds ; “Liquid Membranes : Theory and Applications”, American
Chemical Society, 1987.

39) Vagtle, F.; Sieger, H.; Miiller, W. M.; Top. Curr. Chem., 98 (1981), 107.

40) Dietrich, B. ;J. Chem. Educ., 62 (1985), 954.

41) Antunes, A. M.; Dissertaciio de Mestrado, IQ — Unicamp, 1995.

42) Michaux, G.;Reisse, J.;J. Am. Chem. Soc., 104 (1982), 6895.

43) Christensen, J. I; Eatough, D. J.; Lzatt, R. M.; Chem. Rev., 74 (1974), 351.

44) Kappenstein, C. ; Bull. Soc. Chim. Fr.,1-2 (1974), 89.

45) Izatt, R. M,; Terry, R. E; Haymore, B. L.; Hansen, L. D.; Dalley, N. K; Avondet, A. G,
Christensen, J. J.;J Am. Chem. Soc., 98 (1976), 7620.

46) Frensdorff, H. K.;J Am. Chem. Soc., 93 (1971), 600.

47) Smith, H. J.; Willians, H.;"Introduction to the Principles of Drug Design”, Wright, Bristol, 1983.

48) Hansch, C.; Accounts Chem. Res., 2 (1969), 232,

49) Jonhson, C. D.; “The Hammett Equation”, Cambridge Press, (1973).

50) Denyer, S. P.; Hugo, W. B.; in “Mechanisms of Acticn of Chemical Biocides”, 1991.

31) Denyer, S. P.; International Biodeterioration, 26 (1990), 89.

52) Beezer, A.E.; Biological Microcalorimetry, Academic Press, London, 1980,

53) James, A.M.; “Thermal and Energetic Studies of Cellular Biological Systems”,Wright, Bristol,
1937.

54) Spink, C.H.;Wadso, I; “Methods of Biochemical Analysis”, Vol. 23, Glick, D. Eds., Wiley
Interscience , New York, 1976.



-

Bibliografia 136

55) Stryer, L.; “Bioquimica”, 4* Ed., Ed. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 1996.

56) Nakagawa, Y.; Moldéus, P.; Biochem. Pharmacol., 55 (1998), 1907.

57) Volpe, P. L. O.; J. Braz. Chem. Soc., 8 (1997), 343,

58) Matthews, C.; Davidson,J.; Bauer, E.; Morrison, I. L.; Richardson, A. P.; J. Am. Pharm. Assoc., 45
(1956), 260.

59) Mostow, S. R.; Dreisin, R. B.; Manawadu, B. R.; La Force, F. M.; Laryngoscope, 89 (1979), 1697.

60) Ausel, H. C.; Cadwallader, D. F.; J. Pharm. Sci., 53 (1964), 169.

61) Derache, R.; Gourdon, J.; Food Cosmet. Toxicol., 1 (1963), 189.

62) Hilgenfeld, R. ; Saenger, W.; Top. Curr. Chem., 101 (1982), 3.

63) Agtarap, A.; Chamberlin, J. W.; Pinkerton, M.; Stemnrauf, L.; J Am. Chem. Soc., 89 (1967),
5373. (citado em (7)).

64) Robinson, B. H.; Chemistry in Britain, 26 (1990), 342.

65) Mitchell, D. J.; Ninham, B. W_; J. Chem. Soc. Faraday Trams. 2, 77 (1931), 601.

. 66) Winsor, P. A.; Trans. FaradaySoc 44 (1948), 376.
~-67) Tondre, C.; Xenakis, A.; in K.L.Mittal and B. Lindman (Eds.) “Surfactants in Solution”, Vol 3,

Plenum, New York, 1984.

" 68) Xenakis, A.; Tondre, C.; (3) J Phys.Chem., 87 (1983), 4737; (b) J. Colloid Interface Sci., 117

(1987), 442.

- 69) Tondre, C.; Xenakis, A.; J Chem. Soc. Faraday Discuss, T7 (1934), 115.
- 70) Derouiche, A.; Tondre, C.; (a) J. Chem. Soc. Faraday Trans 1, 85 (1989), 3301; (b) Colloids

Surfaces, 48 (1990), 243.
71) Seno, M.; Shiraishi, Y.; Takkeuchi, S_; Otsuki, J.; J Phys. Chem., 94 (1990), 3776.

* 72) Kaibama, K., Ito, K., Kimizuka, H., Miyakawa, K..; Kaneshina, S.; JMembr. Sci., 41 (1989), 187.
- 73) Eicke, HF; Top. Curr. Chem., 87 (1980), 85.

74) Langevin, D.; Ann. Rev. Phys. Chem., 43 (1992), 342.

75) Street, G. (Ed.); in “Highly Selective Separations in Biotechnology”, Chapman & Hall, London,
1994, o

76) Zulauf, M.; Eicke, H. F., J. Phys. Chem., 83 (1979), 480-486.

" 77) Luisi, P. L; Giomini, M.; Biochim. Biophys. Acta, 947 (1988), 209.

78) Lehninger, A. L.; “Bioquimica”, 2" ed., Ed. Edgard Blicher, Sio Paulo, 1976.

79) Westmark,P R.; Smith,B.D; J. Pharm. Sci., 85 (1996), 266.

80) Sharaff, M. A, Imann, D. L.; Kowalski, B. R ; in “Chemometrics”, John Wiley & Sons, New York, 1986.
81) Brereton, R. G.; Analyst, 112 (1987), 1635.

~ 82) Vandeginste, B. G. M.; Top. Curr. Chem., 141 (1987), 1.



Biblio; ‘ 137

83) Martens, H.; Naes, T.; in “Multivariate Calibration”; John Wiley & Sons, New York, 1989.

84) Haaland, D. M.; Thomas, E. V.; Anal.Chem., 60 (1988), 1193.

85) Beebe, K. R;; Pell, R J; Seasholtz, M. B.; “Chemometrics: A Practical Guide”; . Wiley, New
York, 1998.

86) Malinowski, E. R.; “Factor Analysis in Chemistry”; John Wiley & Sons, New York, 1991.

87) Ferreira, MM.C.; Antunes, A. M.; Melgo, M. S_; Volpe, P. L. O.; Quimica Nova, 22 (1999), 724.

88) Geladi, P.; Kowalski, B. R., Anal. Chim. Acta, 185 (1986), 1.

89) Brown, S. D.; Appl. Spectr., 49 (1995), 14A.

90) Kowalski, B. R; Seasholtz, M. B.; J. Chemom., § (1991), 129.

91) Lorber A.; Wangen, L.; Kowalski, B. R.; J. Chemom., 11 (1997), 19.

92) Wold, S.; Technometrics, 20 (1978), 397.

93) Welsch, R. E.; Technometrics, 25 (1983), 245.

94) Antunes, A. M.; Ferreira, M. M. C.; Melgo, M. S_;Volpe, P. L. O.; J. Moiec. Struc., 480 (1999),
563.

95) Skoog, D. A.; West, D. M.; Holler, F. J.; “Fundamentals of Analytical Chemistry”, 6® Ed.,
Saunders College Publishing, Fort Worth, 1992,

96) Kirsop, B. E.; Snell, J. J.; “Maintenance of Microorganisms”, Academic Press, New York, 1984

97) Lamb., J.D.; Christensen, J. J.; Izatt, S.R.; Bedke, K.; Astin, M. S.;Izatt, R.M.;J Am. Chem.
Soc., 102 (1980), 3399, .

98) Christensen, J.J. ;Lamb, J. D; Izatt, S.R; Starr, S.E.; Weed, G.C. ; Astin, M. S_; Stitt, B. b,
Izatt, RM.; J Am. Chem. Soc., 100 (1978), 3219.

99) Seiler, P.; Dobler, M. ; Dunitz, J. D.; Acta Crystallogr. B30, (1974), 2744.

100) Mallinson, P. R.; Truter, M. R.;J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2, (1972), 1818.

101) Hugher, D.L.;J Chem. Soc. Dalton Trams., (1975), 2374.

102) Pedersen, C.J.; J Am. Chem. Soc., 89 (1967), 2498 e 92 (1970), 386.

103) Bright, G ;Truter, M. R ;J Chem. Soc. B, (1970), 1544.

104) Carey, F. A.; Sundberg, R. J; “Advanced Organic Chemistry”, 5 ed., Plenum Press, New

-~ York, 1993..

105) Gaudio, A. C; Takahata, Y.; Computers Chem., 16 (1982), 277.

106) Ward, W. J.; AICRE J, 16 (1970), 405,

107) Lamb, J. D.; Christensen, J. J.; Oscarson, J. L.; Nielsen, B. L ; Asay, B. W_; Izatt, R. M.;
J. Am. Chem. Soc., 102 (1980), 6820, | |

108)  Behr, J. P.; Kirch, M; Lehn, J. M.;J. Am Chem. Soc., 107 (1985), 241.

109)  Antunes, A. M.; Poppi, R. J.; Volpe, P. L. O.; Sep. Sci Technol., 34 (1999), 289.



Bibliografia 138

110)
111)
112)
113)
114)
115)
116)
117)
118)

119)

120)

121)

122)

Ho, C. -N_; Christian, G. D.; Davison, E. R.; Anal. Chem., 50 (1978), 1108.

- Sanchez, E.; Kowalski,B. R.; Anal. Chem., 58 (1986), 496.

Lorber, A.; Anal. Chim. Acta, 164 (1984), 293.

Sanchez, E.; Kowalski, B. R.; J. Chemom., 4 (1990), 29.

Kyte, J.; Doolittle, R. F.; J. Molec. Biol., 157 (1982), 105.

Takeshima, S.; Wada, S.; Sakurai, H.; Sep. Sci. Technol., 29 (1994), 2117.

Leodidis, E.B.; Hatton, T. A.; J. Phys. Chem., 94 (1990), 6411.

Dzygiel, P.; Wieczorek, P.; Mathiasson, L.; Jansson, J. A.; Anal. Letr., 31 (1998), 1261.
Lambert, E.; Breinlinger, E. C.; Rotello, V. M.; J. Org. Chem., 60 (1995), 2646.

Box, G. E. P.; Hunter, W. G; Hunter, J. S.; “Statistics for Experimenters”, John Wiley & Sons,
New York, 1978.

Barros Neto, B.; Scarminio, I.S.; Bruns, R. E; “Planejamento ¢ Otimizagio de Experimentos”, Ed. Da
Unicamp, Campinas, 1995.

CRC Handbook of Chemistry and Physics; Lide, D. R. (Ed.), 78 Ed., CRC Press, New York,
1997

Bussab, W. Q.; Moretin, P. A.; “Estatistica Basica”, Atual, Sfo Paulo, 1984



_Apéndice I 139

el

Bl

10.
11.

12,
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20,
21.

23,
24.
25,
26.
27.
28.

29.
30.
31.
32.
33,
34.
335.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

APENDICE 1

Referéncias gerais sobre o uso de membranas

Li, NN.; AICKE J., 17 (1971),459,

Ohki,A.;Takeda, T.;Takagi, M.;Ueno, K., J. Membr.Sci., 15 (1983), 231.
Reusch, C.F.;Cussler, EL.; AIChE J, 19 (1973), 736.

Strzelbicki, J.; Bartsch, R.A.; J. Membr. Sci., 10 (1982), 35.

Izatt, RM.; McBride, D.W.; Brown, PR.; Lamb, J.D.;Christensen, J.J.; J Membr, Sci., 28
(1986), 69.

Bacon, E.;Jung, L.; J Membr. Sci., 24 (1985) 185.

'Christensen, J.J.; Lamb, J.D ;Brown, P.R.: Oscarson, J.L.;lzatt, RM.; Sep. Sci. Technol.,, 16

(1981), 1193.

Brown, P.R; Izatt, R M.; Christensen, J.J.;Lamb, J.D_.J Membr. Sci., 13 (1983) 85.
Moore, J.H.; Schlechter, R S.; AIChE J,, 19 (1973), 741.

Cussler, E.L.; AICRE J,, 17 (1971), 1300.

Danesi, P.R. ; Horwitz, E.P.; Vandegrift, G.F.; Chiarizia, R.; Separ. Sci. Technol., 16 (1981),
201.

Akiba, K. ; Hashimoto, H.; Talanta, 32, 8B (1 985), 824.

Kataoka, T., Nishiki, T.; Ueyama, K ;Bull. Chem. Soc. Jpn., 55 (1982), 1306.

Danesi, P.R., Horwitz, E.P. ; Rickert, P.; Sep. Sci. Technol., 17 (1982), 1183.

Danesi, P.R. ; Cianeti, C.; J Membr. Sci., 20 (1984), 215.

Lee, K H,, Evans, D.F. ; Cussler, E.L.; AIChE J., 24 (1978), 860.

Teramoto, M. ; Tanimoto, H.; Sep. Sci. Technol., 18 (1983), 871.

Danesi, P;R., Reichle-Yinger, L. ; Rickert, P.G.; J. Membr. Sci., 31 (1987), 117.
Takeuchi, H. ; Nakano, M.; J. Membr. Sci., 42 (1989), 183.

Danesi, P.R. ; Rickert, P.G.; Solv. Extr. Ion. Exch., 4 (1986), 149.

Tanigaki, M.; Ueda, M. ; Eguchi, W.; Sep. Sci. Technol., 23 (1988), 1161.

Teramoto, M.; Matsuyama, H.; Takaya, H.; Asano, S.; Sep. Sci. Technol., 22 (1987), 2175.
Sengupta, A.; Basu, R.; Prasad, R.; Sirkar, K. Sep. Sci. Technol., 23 (1988), 1735.
Sengupta, A.; Basu, R ; Sirkar, K.; AICKE J,, 34 (1988), 1698.

Teramoto, M.; Sakai, T.; Yanagawa, K ; Miyake , Y.; Sep. Sci. Technol., 18 (1983), 985.
Jeong, Y.; Thm, S. ; Won, Y.; J. Membr. Sci., 32 (1987), 47.

Draxler, J.; Furst, W. ; Marr, R.; J Membr. Sci., 38 (1989), 281.

Borwankar, RP.; Chan, C.C.; Wasan, D.T.; Kurzeja, RM.; Gu, ZM; Li, NN.; AIChE J, 34
(1988), 53.

Boyadzhiev, L. ; Kyuchoukov, G.; J. Membr. Sci., 6 (1980), 107,

Kremesec, V.1.; Slattery, J.C.; AICRE J,, 28 (1982), 492,

Ho, W.S.; Hatton, T.A,; Lightfoot, EN.; Li, NN.; AICRE J,, 28 (1982), 662.

Nakashio, F.; Kondo, K.; Sep. Sci. Technol., 15 (1980), 1171.

Goddard, J.; Schultz, J.; Suchdeo, S.; AIChE J., 20 (1974), 625.

Schulz, G.; Goddard, J. ; Suchdeo, S.; AICKE J, 20 (1974), 417.

Smith, K.; Meldon, J. ; Colton, C.; AICRE J,, 19 (1973), 102.

Smith, KD R. ; Quinn, J.A.; AIChE J., 25 (1979), 197.

Stroeve, P. ; Varanasi, P.;, AIChE J., 30 (1984), 1007.

Hatton, T. ; Wardius, D.; AIChE J,, 30 (1984), 934, _

Baird, R.S.; Bunge, A.L. ; Noble, R.D.; AIChE J., 33 (1987), 43.

Casamatta, G.; Chavarie, C.; Angelino, H.; AIChE J., 24 (1978), 345.

Yoshida, S. ; Hayano, S.; J. Am. Chem. Soc., 108 (1986), 3903.



Apéndice I 140

42.
43,

45.
46.
47.
48.
49,
50.
51
32.
53.

54.
55.
56.

57.
58.
59,
60.
61.
62.
63.

65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.

85.
86.
87.
88.
89.

Nakatsuji, Y.; Sakamoto, M.; Okahara, M.; J. Chem. Soc. Chem. Comm., (1988), 1101.
Sakim, M.; Hayashita, T.; Yamabe, T.; Igawa, M.;Bull. Chem. Soc. Jpn., 60 (1987), 1289.
Ramadan, A. ; Danesi, P.; Solv. Extr. Ion Exch., 6 (1988), 157.

Christensen, J.; Lamb, J.; Brown, P_; Oscarson, J.; Lzatt, R.; Sep. Sci. Technol., 16 (1981), 1193.
Strzelbicki, J.; Charewicz, W.; J. Inorg. Nucl. Chem., 40 (1978), 1415.

Fyles, T.; J. Chem. Soc. Faraday Trans., 1, 82 (1986), 617.

Yamaguchi, K.; Negi, S.; Kozakai, S.; Negano, R.; Bull. Chem. Soc. Jpn., 61 (1988), 2047.
Nakatsuji, Y.; Kobayashi, H.; Okahara, M.; J. Org. Chemistry, 51 (1986), 3789.
Sakamoto, H.; Kimura, K. ; Shono, T. ; Anal. Chem., 59 (1987), 1513.

Xenakis, A. ; Tondre, C. ; J. Colloid Interface Sci., 117 (1987), 442.

Stolwijk, T.; Sudhoeleter, E.; Reinhoudt, D.;J Am. Chem. Soc., 109 (1987), 7042.

Izatt, R.; Eblerhardt, L.; Clark, G.; Bruening, R.; Bradshaw, J.; Cho, M.; Christensen, J.; Sep.
Sci. Technol., 22 (1987), 701.

Kobuke, Y.; Tabushi, I.; Oh, K; Aoki, T.; J Org. Chem., 53 (1988), 5933.

Hayworth, H.; Ho, W_; Li, N.N.; Sep. Sci. Technol., 18 (1983), 493.

Teramoto, M.; Sakuramoto, T.; Koyama, T.; Matsuyama, H.; Miyake, Y.; Sep. Sci. Technol., 21
(1986), 229,

Novikov, A.; Myasoedov, B.; Solv. Extr. Ion Exch., 5 (1987), 117.

Nakamura, S.; Akiba, K.; Sep. Sci. Technol., 24 (1989), 673.

Frankenfeld, J.; Cahn, R.; Li, N.N.; Sep. Sci. Technol., 16 (1981), 385.

Strzelbicki, J.; Charewicz, W.; Sep. Sci. Technol., 13 (1978), 141.

Ohki, A.; Hinoshita, H.; Takagi, M.; Ueno, K_; Sep. Sci. Technol., 18 (1983), 969.

Cox, J.; Bhatnagar, A ; Franois, R.; Talanta, 33 (1986), 713.

Yoshizuka, K.; Kondo, K.; Nakashio, F.,J. Chem. Eng. Jpn., 19 (1986), 312.

Molinari, R.; Drioli, E.; Pantano, G.; Sep. Sci. Technol., 24 (1989), 1015.

Strzelbicki, J.; Charewicz, W.; Mackiewicz, A.; Sep. Sci. Technol., 19 (1984), 321.
Boyadzhiev, L. ; Bezenshek, E.; J. Membr. Sci., 14 (1983), 13.

Izatt, R ; Johnes, M.; Lamb, J.; Bradshaw, J.; Christensen, J.; J. Membr. Sci., 26 (1986), 241.
Biel, M.; Izatt, R_; Lamb, J.; Christensen, J.; Sep. Sci. Technol., 17 (1982), 289.

Tanigaki, M.; Shiode, T.; Ueda, M.; Eguchi, W.; Sep. Sci. Technol., 23 (1988), 1145.
Izatt, R.; Bruening, R.; Wu, G.; Moon, H.; Christensen, J.; Anal. Chent,, 59 (1987), 2405.
Gu, Z.; Wasan, D.; Li, N.N.; Sep. Sci. Technol., 20 (1985), 599.

De santa G.; Di Casa, M.; Seghi, B.; Fabbrizzi, L.; J Am. Chem. Soc., 111 (1989), 2422,
Chiarizia, R.; Castagnola, A.; Solv. Extr. Ion Exch., 2 (1984), 479.

Reichley, Y.; Danesi, P.; Solv. Extr. Ion Exch., 3 (1985), 49.

Biel, M.; Izatt, R ; Lamb, J.; Christensen, J.; Sep. Sci. Technol., 17 (1982), 289,

Tanigaki, M.; Shiode, T.; Ueda, M.; Eguchi, W.; Sep. Sci. Technol., 23 (1988), 1145,
Izatt, R.; Bruening, R.; Wu, G.; Moon, H.; Christensen, J.; Anal. Chem., 89 (1987), 2405.
Gu, Z.; Wasan, D.; Li, N.N.; Sep. Sci. Technol., 20 (1985), 599.

Chiarizia, R.; Castagnola, A.; Solv. Extr. Ion Exch., 2 (1984), 479,

Reichley, Y.; Danesi, P.; Sohv. Extr. Jon Exch., 3 (1985), 49.

Shimidzu, T.; Okushita, H ; J Membr. Sci., 27 (1986), 349.

Danesi, P.R.; Cianetti, C.; Horwitz, E.P.; Solv. Extr. Ion Exch., 1 (1983), 299

Araki, T.; Kubo, Y.; Takata, M.; Gohbara, S.; Yamamoto, T.; Chem. Lett., 6 (1987), 1011.
Yan, N.X; Huang, S.A; Shi, Y.J.; Sep. Sei. Technol., 22 (1987), 301.

O'Brien, D.; Senske, G.; Sep. Sci. Technol., 4 (1989), 617.

Yamaguchi, T.; Nishimura, K_; Shinbo, T.; Sugiura, M.; Chem. Lett., 10 (1985), 1549,
Rebek, J.; Askew, B.; Nemeth, D.; Parris, K.; J Am. Chem. Soc., 109 (1987), 2432.
Scrimin, P.; Tonellato, U.; Zanta, N.; Tetrahedron Letters, 29 (1988), 4967.

Audunsson, G.; Anal. Chem., 58 (1986), 2714,

Audunsson, G.; Anal. Chem., 60 (1988), 1340.



Apéndice I 141

91.

92.
93.

94.
95.
96.
97.
98.
99.

100.
101.
102.
- 103,
104.
105.
106.
107.
108.
109.

Shinbo, T.; Nishimura, K.; Yamaguchi, T.; Sugiura, M.; J. Chem. Soc., Chem. Commun., (1986),
350,

Sugiura, M.; Yamaguchi, T.; Sep. Sci. Technol., 19 (1984), 623.

Yamaguchi, K.; Kuboniwa, H.; Murakami, N.; Hirao, A.; Nakahama, S.; Yamazaki, N.; Bull
Chem. Soc. Jpn., 62 (1989), 1097,

Lamb, J.; Bruening, R ; Linsley, D.; Smith, C. ; Izatt, R.; Sep. Sci. Technol., 25 (1990), 13.
Wienk, M.; Stolwijk, T.; Sudholter, E ; Remhoudt., D.; J Am. Chem. Soc., 112 (1990), 797.
Nakamura, S.; Ohashi, S ; Akiba, K.; Sep Sci. Technol 27 (1982), 863.

Wodzki, R.; Wyszynska, A ; Narebska, A.; Sep. Sci. Tecimol 25(1990), 1175.

Takigawa, D.; Sep. Sci. Technol., 27 (1992), 325.

Izatt, R.; Bruening, R.; Bruening, M.; Lindh, G.; Christensen, J.; Anal. Chem., 61 (1989), 1140.
Takahashi, S.; Sep. Sci. Technol., 26 (1991), 1495.

Teramoto, M.; Tohno, N.; Ohnishi, N.; Matsuyama, H.; Sep. Sci. Technol., 24 (1989), 981.
Saito, T.; Sep. Sci. Technol., 25 (1990), 581.

Shiau, C.; Sep. Sci. Technol., 26 (1991), 1519.

Boyadzhiev, L.; Sep. Sci. Technol., 25 (1990), 187.

Boyadzhiev, L.; Alexandrova, S.; Sep. Sci. Technol., 27 (1992), 1307.

Lazarova, Z.; Sapundshiev, T.; Boyadzhiev, L.; Sep. Sci. Technol., 27 (1992), 493.

Lazarova, Z.; Boyadzhiev, L.; Talanta, 39 (1992), 931.

Gadekar, P.; Mukkolath, A.; Tiwari, K.; Sep. Sci. Technol., 27 (1992), 427.

Deblay, F.; Delepine, S.; Minier, M.; Renon, H.; Sep. Sci. Technol., 26 (1991), 97.



Apéndice If 142

APENDICE 1
Rotinas gerais em linguagem MATLAB e exemplo de cdlculo via OLS

s Cenfrar na média

Para centrar os dados na média usam-se os comandos

[n,m] = size(X) ;
Xm = mean(X),
Xem =X - ones(n,1)*Xm;

onde Xm € o vetor das médias das colunas de X, ¢ Xcm é a matriz resultante dos dados
centrados na média. O sinal ;” nas expressdes acima é usado para indicar que as respostas nio
devem ser mostradas na tela. .

* Avtcescalamento

Para autoescalar os dados séio usados os seguintes comandos

Xstd = std(X);
Xa = Xcm./(ones(n,1)*Xstd);

onde Xstd é o vetor contendo os desvios padrdes das colunas de X, e Xa ¢ a matriz dos dados
originais autoescalados. As expressdes “mean” e “std” sdo fungBes internas do software que
calculam as médias e desvios padres das colunas de X.

« Comandos para o éélculo de variancia percentual em cada componente
principal

s=diag(S)."2;

vart=sum(s); |
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 VARY%PC=(s/vart)*100,

¢ Célculo de vetores de regressdo

beta = V(,1: k) *inv(S(L: k,1: k) * U(,Ik)”"y .

onde V(;, 1:k) significa tomar todas as linhas e as colunas de 1 até k da 1ﬁatriz Vv, mv(S(lk,
1:k)) significa calcular a inversa da matriz quadrada formada pelas linhas e as colunasde 1 a k
da matriz S e finalmente U(;, 1:k)’ calcula a transposta daquela matriz obtida tomando-se

todas as linhas e as colunas de 1 a k da matriz U.

¢ Vadlidagdo cruzada
Na linguagem do MATLAB, para a j-ésima componente principal temos:

X=[X(1:i-1,:);X(+1:n,)]; % i-ésima amostra excluida do conjunto de dados
x=X(i,); % dados referentes & i-ésima amostra .
cest=x"*beta(’,j); % concentragio estimada para a i-ésima amostra
EP(i,jy=(c-cest), % erro de previsdo calculado para a i-ésima amostra

O processo ¢ repetido para i=1:n
PRESS=sum(EP(,j)."2),
- RMSEP=(sum(EP(;,j)})/n)."0.5,

s Cdleulo da “leverage” e residuos de Student para o g-ésimo analito.

lev = zeros(n, 1) % cria vetor com n linhas e uma coluna contendo somente zeros
h = V(,1:k}*inv(T(,1:.k)"*T(, 1. k)*T(,1:k),
fori=1ln % célculo da “leverage” para as n amostras
lev(i) = X(i,))*h(;,i);
end '
res=X*beta-Y; % conc. Estimadas — conc. Experimentais

Iresc(q)=sqrt{(1/(n-1)*((ones(n,1)-lev).”(-2))" *res(:,q)) *res(;,q))
res_st(:,q) = res(’,q) ./(lresc(q)*sqrt(ones(n,l)-_lev)); ' % residuos de Student
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para o g-ésimo analito

'« Regressdo linear
function[G}=linear(C,T); - | % nomeia a fungio como “linear”
% Calcula coeficiente angular (a), linear (b) e de correlacdo (r)

% para os dados de cinética

% VO : [GFlinear(C,T), % indica o formato de entrada / saida (I/O)
MT=mean(T), - % calcula a média dos tempos
XMT=T-MT, - % centra os tempos na média
MC=mean(C);, % calcula a média das concentragBes
YMC=C-MC; % centra as concentracdes na média
Prod = XMT.*YMC,; % multiplica cada elemento de X centrada na média
7 pelos elementos de Y centrada na média
SXY=sum(Prod), - ' % Faz o somatério dos produtos calculados
XMTZ#}MT_."._Z; L  %elevaao quadrado cada elemento de X centrada na média
§$X2 =sum(XMT2) . % faz o somatério dos quadrados de X centrada na média
sx = std(T); . - % calcula o desvio-padrio dos dados de tempo
sy = std(C); % calcula o desvio-padriio dos dados de concentragdo
K = (XMT)/sx; ' % autoescala os valores de tempo
- L =(YMC)/sy; % autoescala os valores de concentragdo
- H=sum(K.*L); % multiplica cada elemento de K por cada elemento de L
' [m,n] = size(C), % define como m o nimero de linhas da matriz das concentra¢des

o e como n o nimero de colunas desta matriz
a=SXY/8X2;. % calcula o coeficiente angular

b=MC - (a*MT), % calcuia o coeficiente linear
r=1/(m-1)*H; , ~ % calcula o coeficiente de correlagdo

G=[ab,r]; ' % coloca os trés valores num vetor linha com trés colunas
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O célculo dos coeficientes foi feito baseando-se no descrito em um livro basico de
estatistica [121].

Quando mais de um composto deve ser quantificado basta usar as rotinas dlinear (2
compostos) e tlinear (3 compostos), derivadas da anterior.

Os resultados obtidos através destes comandos no MATLAB™ sao idénticos aos
conseguidos com programas mais populares como o Origin 5.0, por exemplo. Uma vantagem
de usar diretamenté o MATLAB ¢ néo ser necessério sair do programa que se estd usando para
fazer as quantificagdes todas nem ter que usar “Copiar & Colar” para levar dados para o
Origin, o que ds vezes causa alguns problemas.

Vale dizer que as trés rotinas (linear, dlinear e tlinear) podem ser agrupadas numa
unica, capaz de reconhecer se se trata de um, dois, ou trés compostos.
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function[G2}=dlinear(C,T);

% Faz a regressdo linear para os dados de

% cinética de dois compostos
% 1/O : [G2]=dlinear(C,T);

MT=mean(T),
XMT=T-MT,
MC1=mean{C(;,1));
MC2 = mean(C(;,2));
YMC1 =C(,1) - mean(C(;,1));
YMC2 = C(;,2) - mean(C(;,2)):
Prodl = XMT.*YMCI;
Prod2 = XMT.*YMC2;
SXY1=sum(Prod1);
SXY2=sum(Prod2),
XMT2=XMT "2,

$X2 =sum(XMT2);

sx = std(T);

sy = std(C);

K1 = (XMT)/sx;
L1=_(YMC1)/sy(,1);
K2 = (XMT)/sx;

L2 = (YMC2)/sy(;,2),
Hl=sum(K1.¥L1);
H2=sum(K2.*L2),
[m,n} = size(C),

~ al=SXY1/8X2;
a2=SXY2/SX2; -

© b1=MC1 - (al *MT);
b2=MC?2 - (a2*MT),
r1=1/(m-1)*H]1;
r2=1/(m-1)*H2;
G2={al,b1,r1;a2,62,12];

function[G3}=tlinear(C,T);

% Faz a regressio linear para os dados de

% cinética de trés compostos
% /O : [G3]~tlinear(C,T),

MT=mean(T),

XMT =T - MT;
MC1=mean(C(,1));

MC2 = mean(C(;,2));

MC3 =mean(C(:,3));

YMC1 =C(;,1) - mean(C(;,1));
YMC2 = C(;,2) - mean(C(;,2));
YMC3 = C(;,3) - mean(C(;,3));
Prod1l = XMT.*YMC1,

Prod2 = XMT.*YMC2;

Prod3 = XMT.*YMC3;

SXY 1=sum(Prodl);
SXY2=sum(Prod2);
SXY3=sum(Prod3);
XMT2=XMT."2;

SX2 =sum(XMT2);

sx = std(T);

sy = std(C);

K1 = (XMT)/sx;

L1 =(YMC1)/sy(:,1),

K2 = (XMT)/sx;

L2 = (YMC2)/sy(:,2),

K3 = (XMT)/sx;

L3 =(YMC3)/sy(:,3);
Hl=sum(K1.*L1);
H2=sum(K2.*L2),
H3=sum(K3.*L3);

[m,n] = size(C);,
al=SXY1/8X2;
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a2=8XY2/8X2,

a3=SXY3/8X2,

b1=MC1 - (al *MT);

b2=MC2 - (a2*MT),

b3=MC3 - (a3*MT);
r1=1/(m-1)*H1;
r2=1/(m-1)*H2,
13=1/(m-1)*H3;
G3=[al,bl,rl;a2b2,r2;a3,b3 r3];

147
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o Escolher umolhﬁrroqlao espechal para usar o LD

ﬁ 'Corn'o exemplo, usando quatro matrizes criadas com os espectros registrados

em infervalos regulares de tempo em quatro experimentos de cinética

L=5, o % indica que serfio considerados sémpre 5 componentes principais
for i=20:40
for j = 70:135 | o

Mh=[A(i;j,10:60) B(i:j,10:60) C(i:j,10:60.)' D(i:j,10:60) 1, % dispOe as matrizes lado a lado
o S (posi¢do horizontal)
Mv=[A(i:},10:60); B(i:j,IO:60)';C(i:j,10:60)'; D(i;j,10.60)' ], - % dispde as matrizes na

| : o ' posig8o vertical
[Uv Sv Vv]=§vd(Mv); %faza deoonvblugio de valor singular da matriz Mv
[Uh Sh Vh]=svd(Mh), % faz a deconvolugfo de valor singular da matriz Mh
sv=diag(Sv); : . % cria uma matriz com a diagbnal de Sv
sh=diag(Sh), % cria uma matriz com a diagonal de Sh
svh={sv(_1-:L).-sh(l :1.-.)];' % cria uma matrizE com os valores singulares em duas colunas
k=k+1;

d(1:L,ky=abs([(svh(;,1))~(svh(:,2))]); % Calcuia a diferenga (em mddulo) entre os valores
3 o singulares calculados com os dados na -

horizontal e na vertical, para até 5 componentes

‘ _ N - principais
VSV(LLK)=[svh(,1)]; z
VSH(LLR[svA(,2)];
end
end | — |
[m,n}=min(d") ' ' % Indica o menor valor absoluto para a diferenga
'  eem qual coluna é encontrado
d . : % mostra a matriz d
VsV o % mostra a matriz VSV (valorés singulares com justaposigéio vertical) |
VSH % mostra a matriz VSH (valores singulares com justaposigio horizontal)

clear m nd VSH .VSV_;-.' e % aiaaga os valoresde dmn VSHe VSV
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.o Para escolher a methor faixa de tempos (detalhes semelhantes aos

apresentados acima)

L=5;

k=0,

fori=1:10
forj=15:60

My=[M1(55:120,i;j);M2(55:120,i:1);M3(55:120,i;j);M4(55:120,i)]; .. . -
Mh=[M1(55:120,i;j) M2(55:120,i;j)' M3(55:120,i;j)' M4(55:120i5j)},
[Uv Sv Vv]=svd(Mv); |

[Uh Sh Vhl=svd(Mh),

sv=diag(Sv);

sh=diag(Sh);

svh=[sv(1:L) sh(1:L)];

k=k+1;

d(1-L k)=abs([(svh(;, )HsvC,2)]); | :
VSV(L:Lky=[svh(:,D];

VSH(1:L ky=[svh(:,2)];

end

end

[m,n}=min(d)

d

VSV

VSH

clearmnd VSH VSV

. Colocando os resultados de TLD na mesma escala do OLS

Como exemplo:
v mistura de dois compostos (M e N);
v' experimentos de cinética com trés misturas (A, B e C);
v’ faixa espectral de 25 a 290 e tempos de 1 g 60 (=215 a 480 nm e de 0,5 a 30 min)
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t=[0.5:0.5:301% . . | . % Define o vetor com os tempos

[X Y Z]=tld_blk({A(25:290,1:60);B(25:290,1:60);C(25:290,1:60)],3,2); % TLD
olsA=inv(E(25:290,)' * E{251290,2.))* E(25:290,:) * A(25:290,1:60), % OLS paraa
| : | mistura A
olsM2=olsA(1,:)’; _ % Separa 0s resultados do OLS do primeiro composto (M)
tdM=(-Y(;,1)); | % Separa os resultados do TLD do primeiro composto (M) o
olsM3=olsM2-(ones(60,1)*olsM2(1)); % Acerta a linha base dos dados do OLS
- tidM2=t!dM-~(ones(60,1)*tldM(1)), " % Acerta a linha base dos dados do TLD
[GtidM2]=linear(tidM2.t), % Faz a regressio dos dados de TLD (originais)
[(}olsl\/[3]=linear(ols1\/l3,t); % Faz a regressio dos dados de OLS
taxas=GtldM2(1,1)/GolsM3(1,1); % Calcula a razéo entre as taxas de transporte
viaTLD e OLS
ratio=olsM2 /tIdM, % Calcula a razio entre OLS e TLD em cada tempo
h=mean(ratio); % Faz a média da razdo acima
h2=GtdM2(1,1)*h;, % Multiplica a taxa original do TLD pelo fator calculado acima
h3=h2.*¢ | _ % Coloca os valores de TLD na escala do OLS
{taxatidM=linear(h3,t); % Calcula a taxa de transporte para o TLD, na nova escala

[taxaolsM]=GolsM3; % Renomeia a taxa de transporte do OLS

OO0LsS é CGIculddo apenas para a mistura A, neste exemplo, pois os valores
encontrados por este método para cada mistura devem' ser muito préximos (isto
deve ser verificado antes de fazer o TLD, pois isto é muito importante)

~ Para o segundo composto (N}, basta substituir M por N na rotina acima
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"o " Rofina para PLS (Oblida com a Profe.. Dra. Mdércia M. C. Femreira)

% Calibragiio por PLS para o primeiro analito _
'xm=espcal2‘-ones(l 1,1)*mean(espcal2'),

- cm=concal-ones(11,1)*mean(concal);
cml=cm(,1)

for i=1:3

w=xm"*cm1/(cm1*cm1)
WEIEwA(w*w)Ns)

TG Pxm*W(i)
VEFTC,D)*em1/(TC,i)*T(,i)

B, )=xm"* T(i)/(T(,A)*T(:,i))
E=xm-T(.,i)*B(.,i);

ee=cm1 - v(i)*T(,i)

xm=E;

cm=ee;

end -
b=W(,1:3)*inv(B(;,1:3)*W(;,1:3))*w(1:3);
betal=b;

% Para o segundo analito
xm=espcal2'-ones(11,1)*mean(espcal2”);
cm=concal-ones(11,1)*mean{concal);
cm2=cm(:,2),

for i=1:3

w=xm"cm2/(cm2"*cm2);

WG Dwiw*w)r.5);

TC iy=xm* W i);

VAT em2/(TCATCD);
BC.imm"™* TCDHATCI)*TCD));
E=xm-T(.i)*B(.,)}

ee=cm2 - v{i)*T(.,i);

xm=E;

cm=ee,
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end
b=W(,1:3)*inv(B(;,1:3)*W(;,1:3))*v(1:3)"
beta2=b;

% Para o terceiro analito
xm=espcal2'-ones(11,1)*mean(espcal2’),
cm=concal-ones(11,1)*mean(concal);
em3=cm(;,3);

fori=1:3

w=xm"*cm3/(cm3"*cm3),
WCEDEw/((w*w)n.5),

T ixm*W(,b);
vEFT(C,D)*em3/(T(CD)*TC,1));
B()mxm™* TC )/ (TC)*TC,D);
E=xm-T(;,i)*B(.,i)';

ee=cm3 - v(i)*T(:,1);

xm=E,

cm=ee;

end
b=W(;,1:3)*inv(B(:,1:3)*W(;,1:3))*v(1:3)"
beta3=b;

plot(x betal,'’k")

hold

plot(x,beta2,'’k-."

plot(x,beta3,k--")

Yetitle("Vetores de Regressao (3 variaveis latentes)")
- xlabel('Comprimentos de onda (nm)')
ylabel('Coeficientes de Regressao")
gtext(- 1 analito’)

gtext(’-.- 2 analito")

gtext('—3analito")
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% Residuos de Student
xm=espcal2'-ones(11,1)*mean(espcal2’;
cm=concal-ones{11,1)*mean(concal),
[n,m]=size(xm);,
[n1,m1]=size(cm); %{m1 = numero de analitos)
res=-(xm*beta-cm);
lresc = zeros(1,m1);

tres = zeros(n,m1);

ecv = zeros(n,ml);

fori=1:ml

Iresc(1)=sqrt{(1/(n-1)*({ones(n, 1 }-lev).(-2))' . *res(:,i))*res(:,i))
r_est(:,i) = res(;,1)./(Iresc(1)*sqrt(ones(n,1)-lev)),

end

% Leverage por PLS
r= W*inv(B*W)*inv(T*T)*T",
xm=espcal2'-ones(11,1)*mean(espcal2"),
cm=concal-ones(11,1)*mean(concal},
lev = zeros(n,1),
fori=1n
lev(i) = xm(i,)*r(:,1);

end

% Leverage por PCR

[us vI=svd(xm);

t=u*s;

rinv = v{;,1:3)*inv(t(:,1:3)*t{:,1:3))*t(:,1:3);

xm=espcal2'-ones(11,1)*mean(espcal2’),
cm=concai-ones(11,1)*mean(concal);
lev = zeros(n,1);
fori=ln
lev(1) = xm(i,.)*rinv(;,1);

end
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% Plot leverage X residuos de Student
plot(lev,r_est,'’k+)
fori=1:3smx
~ forj=1:sny
s = int2str(i);
text(lev(i),r est(i,j),s)
end
end _
xlabel("'Leverage™)
~ ylabel(’ Residuos de Student’)

. Cdl.cblo de conceniragdes via OLS: um exemplo usando vitaminas B2 e C

Tendo os espectros das duas vitaminas em separado (AB e AC), obtidos a partir de
solugdes de concentragdio conhecida c¢b e cc, obtém-se os valores de coeficiente de
absortividade molar de cada composto em todos os comprimentos de onda apenas dividindo-
se cada valor de absorbéncia pela concentrac3o (da lei de Beef, considerando caminho optico
unitario). Em linguagem MATLAB:

E=[AB./cb AC./cc]; % Cria a matriz 911 x 2 (911 comprimentos de onda — de 190 a 1100 nm

de 1 em 1 nm, para dois compostos) com os coef. absort. molar

Com o conjunto de espectros registrados durante o transporte, ABC (uma matriz 911 x
61, ou seja, com as absorbéncias em 911 comprimentos de onda obtidos em 61 intervalos de
tempo) calcula-se as concentragdes de cada composto em cada tempo:

CB=isv(E(,1)" * E(;,1)) * E(,,1)’ * ABC; % Faz o OLS para a vitamina B, (estd usando a
- ' primeira coluna de E — veja destaque em
_ verde na linha de comando)
CC=inv(E(:;,2)’ * E(;,2)) * E(;,2)’ * ABC; % Faz o OLS para a vitamina C (est4 usando agora

a segunda coluna de E)
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Tendo as concentragdes basta fazer a regressdo linear com os tempos para ter as taxas

de transporte, neste caso em mol.L " 57

C=[CB CC]; % Coloca as concentra¢des em uma matriz, que tera tamanho 61 x 2
t={0:20:1200]"; % Cria um vetor com os tempos de zero a 20 minutos, em intervalos de 20s

[Taxas]=dlinear(C,t); % Calcula coef. angular, linear ¢ de correlagiio para as duas regressdes



Apéndice TIT 156

Rl P R Pl b

10.
11.
12.
13.
14,
15.
16
17.
18.

19.
20.

21.
22,
23,
24,
25.
26.

27.
28
29,
30.

APENDICE III

Referéncias sobre os métodos quimiométricos

Thomas, E.V_; Anal. Chem., 66 (1994), 795A.

Cummins, D.J.; Andrews, C.W_; J. Chemom., 9 (1995), 489.

Zhu, E ; Bames, RM.; J Chemom. 9 (1995), 363.

Rinnar, S.; Lindgren, F.; Geladi, P.; Wold, S.; J. Chemom., 8 (1994), 111.

Rinnar, S.; Geladi, P.; Lindgren, F.; Wold, S.; J. Chemom., 9 (1995), 459.

Lindgren, F.; Geladi, P.; Wold, S.; J Chemom., 8 (1994), 377.

Lindgren, F; Geladi, P.; Rannar, S.; Wold, S.; J. Chemom., 8 (1994), 349.

Lindgren, F.; Geladi, P.; Berglund, A_; Sjéstrén, M.; Wold, S.; J Chemom., 9 (1995), 331.
Thomas, E.V.; J Chemom., 9 (1995), 471.

Sun, J.; J Chemom., 9 (1995), 21.

'Hoskuldsson, A ; J. Chemom., 9 (1995), 91.

Langsrud, O.; Naes, T.; J. Chemom., 9 (1995), 483.

de Jong, S.; ter Braak, C.JF.; J Chemom., 8 (1994),169.

de Jong, S_; J Chemom., 9 (1995), 323,

de Jong, S.; Farebrother; RW.; Chemom. Intell. Lab. Syst., 25 (1994), 179.

Wang, Z ; Isaksson, T.; Kowalski, B.R.; Anal. Chem., 66 (1994), 249.

Ge, Z - Cavinato, A.G.. Callis, J.B.; Anal Chem., 66 (1994), 1354,

Herrero A; Ortiz, M. C Arcos, J.; Lopez Palamos J.; Sarabia, L.; Anal. Chim. Acta, 293 (1994),
2717.

Bechmann, 1.E.; Norgaard, L.; Ridder, C.; Anal. Chim. Acta, 304 (1995), 229.

Campins-Falco, P.; Verdu-Andres, J.; Bosch-Reig, F.; Molins-Legua, C.; Anal. Chem. 302 (1993),
323.

Verdu-Andres, J.; Campins-Falco, P.; Bosch-Reig, F.; Talanta, 41 (1994), 1569.

Campins-Falco, P.; Verdu-Andres, J.; Bosch-Reig, F.; Analyst, 119 (1994), 2123.

Campins-Falco, P.; Verdu-Andres, J.; Bosch-Reig, F.; Anal. Chim. Acta, 315 (1993), 26778.
Calvente, J.1; Aparicio, R.; Anal. Chim. Acta, 312 (1995), 281.

Xie, Y.L.; Liang, Y., Jiang, JH_; Yu, R.-Q.; Anal. Chim. Acta, 313 (1995), 185.

Greip, M.I; Wakeling, I N.; Vankeerberghen, P.; Massart, D.L.; -Chemom. Intell. Lab. Syst., 29
(1995), 375.

Brown, P.J.; Chemom. Intell. Lab. Syst., 28 (1995), 139.

Brown, P.J.. J. Chemom., 7 (1993), 255.

Oman, S.D.; Naes, T.; Zube, A ; J Chemom., 7(1993), 195.

Ruyken, M.A.; Visser, J.A.; Smilde, A.; Anal. Chem., 67 (1995), 2170.

31, Walczak, B.; Chemom. Intell Lab. Syst., 29 (1995), 63.

32.
33.
34.
3s.
36.

37.

38.

Walczak, B.; Chemom. Intell. Lab. Syst., 28 (1994), 259.

Kalantar, A.H.; Gelb, R.1; Alper, 1.S.; Talanta, 42 (1995), 597.

Rajiko, R.; Anal. Lett., 27 (1994), 215.

Vigneau, E; : Deveaux, M.F.; Safar, M.; J. Chemom., 9 (1995), 125.

Perez-Ambas LV, Navarro-Vlllosada F.: Leon-Gonmles M.E.; Polo-Diaz, LM.; J. Chemom., 7
(1993), 267.

Navarro-Villoslada, F.; Perez-Arribas, L.V.; Leon-Gonzales, M.E.; Polo-Diaz, L.M.; 4nal. Chim.
Acta, 308 (1995), 238.

Navarro-Villoslada, F.; Perez-Arribas, L.V.; Leon-Gonzalez, M.E.; Polo-Diaz, LM.; Anal. Chim.

- Acta, 313 (1995), 93.

39.

Keller, HR.; Roettele, J.; Bartels, H.; Anal Chem., 66 (1994), 937.



Apéndice I 157

40. Forina, M.; Drava, G.; Boggia, R.; Lanteri, S.; Conti, P.; Anal. Chim. Acta, 295 (1994), 109.
41. Grung, B.; Kvalheim, O.M.; Chemom. Intell. Lab. Syst., 22 (1994), 115.
. 42. Wang, Z ; Dean, T.; Kowalski, B.R.; Anal. Chem., 67 (1995), 2379.
43. Faber, N.M_; Buydens, LM.C ; Kateman, G.; J. Chemom., 8 (1994), 181.
44 Booksh, K.; Kowalski, B.R.; J, Chemom., 8 (1994), 45.
45. Poe, R.B.; Rutan, S.C.; Anal. Chim. Acta, 283 (1993), 845.
46. Smilde, A.; Wang, Y.; Kowalski, B.R.; J Chemom., 8 (1994), 21.
47. Wang, Y.; Borgen, O.; Kowalski, BR.; J Chemom., 7 (1993), 439,
43. Xie, Y.; Wang, J; Liang, Y.; Ge, K.; Yu, R.; Anal Chim. Acta., 281 (1983), 207.
49. Booksh, K.; Henshaw, J.M.; Burgess, L. W.; Kowalski, B.R.; J Chemom., 9 (1995), 263.
50. Lin, Z.; Booksh, K.S.; Burgess, L.W.; Kowalski, B.R.; Anal. Chem., 66 (1994), 2552.
51. Booksh, K.S.; Lin, Z.; Wang, Z.; Kowalski, B.R.; Anal. Chem., 66 (1994), 2561.
52. Heise, HM.; Bittner, A.; J Mol. Struct., 348 (1995), 127.
33. Heise, HM.; Bittner, A.; J Mol. Struct., 348 (1995), 21.
54. Bark, I.; Larsen, A.; Appl. Spectrosc., 49 (1995), 437.
55. Blanco, M.; Coello, J.; Hurriaga, H.; Maspoch, S.; de 1a Pezuela, C.; Russo, E.; Anal. Chim. Acta,
298 (1994), 183,
~56. Havel, J.; Jimenez, F_; Bautista, RD; Leon, J.J.A.; Analyst, 118 (1993), 1355.
57. Chikoti, A.; Schmierer, A.E.; Perez-Luna, V.H.; Ratner, B.D.;dnal Chem., 67 (1995), 2883.
58. Faber, K:; Kowalski, BR.; J Chemom., 11 (1997), 181.
59, Kleinknecht, R.E.; J. Chemom., 10 (1996), 687.
60. De Vries, S.; Ter Braak, C.J.; Chemom. Intell. Lab. Syst., 30 (1995), 239.
61. Faber, K.; Kowalski, B.R.; Chemom. Intell. Lab. Syst., 34 (1996), 283.
62. Faber, K.; Kowalski, B.R.; Appl Spectrosc., 51 (1997), 660.
63. Xu, L.; Schechter, 1.; Anal. Chem., 68 (1996), 2392.
64. Wold, S.; Kettaneh, N.; Tjessen, K.; J Chemom., 10 (1996), 463,
65. Despagne, F.; Massart, D.L.; de Noord, O.E.; Anal. Chem., 69 (1997), 3391.
66. Berglund, A.; Wold, S.; J. Chemom., 11 (1997), 141.
67. Booksh, K.S.; Kowalski, BR ; Anal. Chim. Acta, 348 (1997), 1.
68. Faber, K.; Kowalski, B.R.; Chemom. Intell. Lab. Syst., 34 (1996), 293.
69. Xu, L.; Schechter, 1.; Anal. Chem., 69 (1997), 3722,
70. Lim, J.; Lo, 5.C.; Brown, C.W.; Anal. Chim. Acta, 349 (1997), 263.
71. Gemperline, P.J.; Cho, J.H.; Aldridge, P.K.; Sekulic, 8.S.; Anal. Chem., 68 (1996), 2013.
72. Herrero, A_; Oxtiz, M.C.; Anal Chim. Acta, 348 (1997), 51.
73. Andrews, D.T.; Wenizell, P.D.; Anal Chim. Acta, 350 (1997), 341.
74. Anti, H.; Sjostrom, M.; Wallbacks, L.; J. Chemom., 10 (1996), 591.
75. Cooper, J.B.; Wise, K.L.; Welch, W.T.; Anal. Chem., 67 (1995), 4096.
76. Lindblom, T.; Christy, A A ; Libnau, F.O.; Chemom. Intell. Lab. Syst., 29 (1995), 243.
77. Bautista, R D ; Jimenez, A l; Jimenez, F.; Arias, 1.J.; Anal. Lett., 29 (1996), 2645.
78. Blanco, M.; Coelho, J.; Iftutriaga, H.; Maspoch, S.; de la Pezuela, C.; Anal Chim. Acta, 333 (1996),
147.
79. Wrobel, K.; Wrobel, K.; Lopez-Alba, P.L.; Lopez-Martinez, L.; Anal Lett., 30 (1997), 717.
80. Rambla, F.J.; Garrigues, S.; de la Guardia, M.; Anal Chim. Acta, 344 (1997), 41.



__Apéndice IV : 138

~ APENDICE IV

- Célculo de “scores” e “loadings” (nm pmblema de.autovdores e autovalores)
Seja o conjunto-de pontos dado pela matriz X:

- [10.15 19.45
10.60 19.60
11.55 2193
X=|870 1610
9.80 18.11
e 9.10 17.10
11.00 2160

A primeira coluna representa as abscissas; a segunda coluna tem as ordenadas.
Graficando esta matriz obtém-se -

. Conunto de dedos em duas dimensoes

8 85 g a5 1b 105 11 11..5 12
Varidvel # 1 :



Apéndice IV 159

Inicialmente € necessario centrar os pontos de cada coluna na média (de cada ponto
sera subtraida a média da coluna):

Média dos valores da primeira coluna: @, =10.129

Média dos valores da segunda coluna: @, =19.127

[ 0.021 0323 ]
0471 0473
1421  2.803

Xy = -1429 -3.027
-0.329 -1.017
~1.029 -2.027

| 0871 2473

Autoescalando os dados (dividir cada coluna pelo respectivo desvio-padrio)

Desvio-padrédo da primeira coluna: std a, =1.017

Desvio-padrio da segunda coluna: std a, =2.184

[ 0021 0148

0.463 0217

1.397 1.284

X, =|-1404 -1386
-0.323 —0.468
~1.011 -0.928
| 0.857  1.133 |

1 '
Calculando a correlagio: COFT = ;‘1' Xys Xy
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(transposta de X5 multiplicada por Xs)

1| 6 5.903 1 0.984
corr =— =
6(5.903 6 0.984 1

Autovetores e autovalores: é preciso resolver a equacéio

1 0984 .!' el (4 0] [ ke
0984 1 | |\L,) Ll o AL 1,

autovetores autovalores

losss “THE 2D MG

1-4 0984 . L, 1, |00
0984 1-A |l, I,| |0 O
Fazendo o determinante da primeira matriz ser nulo:

(1-2)7-(0984) =0 =21,=1984 A,=0016

A +4,=2000 = %PC, =124 4100-992% wpc, =200
2.000 2000

*100=0.8%

A primeira componente principal explica 99,2% da varidncia dos dados e a segunda
explica os 0,8% restantes.
Pars o célculo dos “loadings™:

1-1984 0984 | [, 1,| [0 ©O
0984 1-0.016] |1, I,]| |0 O
-09841,+0984/, =0 ~»loadingsda PC,

Normalizando: I? +17 =1 Assim, resolvendo as duas equagdes: [, =1, = }/ﬁ
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L E(IHJ: V2
| _ I \ l/\/—Z_
~ Fazendo o mesmo procedimento péré a segunda componen'ﬁe prfnc;pal :

o)1)

Os autovetores sdo, portanto: L = {

V2 1/&]
V2 -1V2

Assi 'PCIl'. V2 a, +1/\2a,
ssim,
PC2: l/ﬁ a, —1/~/§a2

Calculando finalmente os “scores™

Amostra 1: { PCI: 1/15 (0-021)+1/J5(0.14s) = 0.119

PC2: 1/42 (0.021)-1/V2 (0.148) = -0.090
amostaz. |PCl UVZ (0463)+1/42 (0217) = 0480
Am_ 2 {Pczz V2 (0:463)-1/v2 (0.217) = 0.174

e assim por diante. Os. valores de a; € a; si0 os que estio na’e:_mau‘-iz Xag

Conforme foi verificado, apenas uma componente principal expiiea a maior parte da

varidncia dos dados. Isto é confirmado ao observar que-os dados originais estdo muito

- dispersos. numa diregdio e muito pouco dispersos em'ouira. Neste caso, onde s6 ha duas

-, dimenisdes, a anilise é facilmente feita de maneira visual (apenas uma estimativa de quantas

componentes devem ser necessarias, claro); em casos de muitas dimensdes isto se toma
impossivel. ' |
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APENDICE V

Termogramas mostrando o efeito da inoculacio de bactericidas em varias

concentracdes sobre S. cerevisice

10

3-PENTOXIFENOL

@w
T 717 71

dg/dt
an

CONTROLE
20mM

41 mM

ya : 6,0 mM

0 10 20 30 40
TEMPO (min)

-
!
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do/dt

dg/dt

10

JBUTOXIFENOL

~100 %

H
_ m-PROPOXIFENOL
i
- T} T 2 CONTROLE
=~ 100 % RB
_- I ocuLAc;i

'1 " . 1 . N |

0 10 20 0 40

TEMPO (min)
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da/dt

dad

10 -

m-ETOXIFENOL

- - - - - - = - R ST T T, COpTROE
\\Noj mM
100%RB o
- INCCULAGAQ

10 X ”
TEMPO (min)

m - METOXIFERGL

aimu
10.1 mid

gO0mu

- 20 palt
TEMPO (min|

an
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Absorbincia

APENDICE VI

A superposicio de espectros dos nitrofenolatos

INP + 4NP

300 400 500 600

4ANP + 2 4DNP

o

300 400 500 600

2NP + 2 ADNP

2NP + 2 5DNP

4NP + 2 5DNP

300 400 500 600

300 400 500 600

24DNP + 2, 50NP

0 l\\_/ \

Comprimento de onda (nm)

—i
300 400 500 60O

300 400 500 600
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APENDICE VII

Os espectros registrados em varios tempos formam uma superficie como a mostrada

abaixo [94], observem-se as trés dimensdes (absorbdncia x tempo x comprimento de onda).

o o
(2] w
y r

o
=y
1

Absorbance

024

Wavelength (nm)

Time {min})

Colocando-se em seqiiéncia varios destes conjuntos de dados (por exemplo, se forem
usadas trés misturas serfo colocados trés conjuntos) é criado um conjunto maior, em trés
dimensdes, que € usado para fazer a decomposigéo trilinear (TLD).

A proxima figura mostra esquematicamente como é feita esta operagio. Os comandos

na linguagem MATLAB sdo os seguintes:
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Considerem-se trés misturas A, B e C (cada matriz tem, por exemplo, 400 x 31 — 400

comprimentos de onda em 31 tempos), provenientes do transporte de duas substancias.

t=[0:0.5:15]"; % Cria um vetor com os tempos de zero a 15 minutos, com intervalos

de 30 segundos
[X Y Z]=tld_blk([ A(;,5:31),

% Faz o TLD para as trés misturas usando os te

,5:31), C(:,5:31)],3,2),

os de2,5 a 15 minutos (faixa

5:31, em verde), calculando espectros (espago X)\ e relagdo concentragdo x

tempo (espago Y) para dois compostos.

Decomposigdo de um tensor de 3¢ ordem

Tempo (min)

Tempo (min) X amostra

A (rumn}

Espectro UV-Vis

R,

Tempo | (min)

X (nm} x amostra

<

e

Absorbancia x tempo
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APENDICE VIII

Estruturas e espectros UV — Vis dos aminoacidos

@-cm(lmcoo:{
NH,

Fenilalanina

HO—@—CH,THCOOH

NH,
Tirosina

ﬁ—cn,?HCOOH
AH  NH,

Absorbéncia
t N o o

o
b

01

H
Triptofano

I}
200

220

240 260 280
Comprimento de onda {nmj)

300

320
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Taxas de transporte / 10° mol L'! min!

b
w

APENDICE IX

Resultados dos transportes de aminoacidos em
membranas de diclorometano

Phe + Tyr

T T

=K
B 10
= 1

Diclorometano
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Phe + Trp

— K

R

B 1
Diclorometano

12

panm o [om 0f / 9jaodsuer ap sexe

Trp

Tyr + Trp
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APENDICE X

Planejamento 2° usado no estudo com vitamina C

Experimento 1 2 3 4 5
1 - - - - -
2 + - - - -
3 - + - - -
4 + + - - -
5 - - + - -
6 + - + - -
7 - + + - -
8 + + + - -
9 - - - + -

10 + - - + -
11 - + - + -
12 + + - + -
13 - - + + -
14 + - + + -
15 - + + + -
16 + + + + -
17 - - - - +
18 + - - - +
19 - + - - +
20 + + - - +
21 - - + - +
22 + - + - +
23 - + + - +
24 + + + - +
25 - - - + +
26 + - - + +
27 - + - + +
28 + + - + +
29 - - + + +
30 + - + + +
31 ' - + + + +
32 + + + + +

-Em seguida sio mostrados os sinais usados para o calculo dos efeitos de interacdo
neste fatorial e um exemplo de célculo dos efeitos
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Apéndice X
5o ABC ABD ABE ACD ACE ADE BCD BCE BDE CDE ABCD | ABCE | ABDE | ACDE
T . - - - - - - - - - + + + +
2 + + + + + + - - - - - - - -
3 + + + - - - + + + - - - - +
4 - - - + + + + + + - + + + -
5 + - - + + - + + - + - - + -
6 - + + - R + + + - + + + - +
7 - + + + + - - - + + + + - -
8 + - - - - + - - + + - - + +
9 - + - + - + + - + + - + - -
10 + - + - + - + - + + + - + +
11 + - + + - + - + - T T - T —
12 - + - - + - - + - + - + - +
13 + s - - + + - + + - + - - +
14 - - + + - - - + + - - + + -
15 - - + - + + + - - - - + + +
16 + + - + . - + - - - + - - -
17 - - + - + + - + + + + - - -
18 + + - + - - - + + + - + + +
19 + _+ - - + + + - - + - + + -
20 - - + + - - + - - + + - - B
21 + - + + - + + - + - - + - ¥
22 - + - - + - + - + - + - + -
23 - + - + - + - + - - + - + +
24 + - + - + - - + - - - + - -
» 25 - + + + + - + + - - - - + +
26 + - - - - + + _+ - - + + - -
27 4+ - - + + - - - + - + + - +
28 - + + - - + - - + - - - + -
29 + + + - - - - - . + + + + -
30 T - - + + + - - - + - - - T+
31 - - - - - - + + + + - - - -
32 + + + + + + + + + + + + + +
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Chamando as respostas de cada experimento de R1, R2, R3,..., R32 ser4 mostrada a maneira
de calcular o efeito de interagio ABD (coluna em azul). Este célculo é uma média das
respostas positivas e negativas, de acordo com a tabela das interacdes mostrada acima.

ABD=R -R
(média das respostas positivas menos a média das respostas negativas)

R, +R, +R;+R,+R, +R,, + R, +R¢+Rg +Ry+R, +Ry; + Ry + Ry + Ry +R,,
16

ABD =

R+R+R+Ry+Ro+R) + R +Ry+Ry+ Ry +Ry +Ryy + Ry + Ry + Ry 4R,
16

Para saber quais seréio os sinais de cada coluna de interacfio basta multiplicar os sinais
de cada coluna individual. Por exemplo, no caso acima foram multiplicados os sinais das
colunas A, BeD

J
J
J

:

IREAEREH R ES IR IR EIRR A KR ES AN
o fo [+ +]e o 1+ |+ | |0

A do f]oe jo [ H e [y |0 [HfH]

+ |||+ [ e e 0 O

Linhal: ()*()=(+); D * ()= ()
Linha2: (D *()=(); (O*Q =)
Linha3: () *()=() O*() =

- e assim por diante até o experimento 32
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APENDICE XI

A distribuicfio normal e seus grificos

Uma varidvel aleatéria x, que se distribua normalmente, cbedece i equagéo

f@)dr=| e &

foro

A representaciio grafica desta equagiio é uma curva em forma de sino, como pode ser
observado abaixo:

Densidade de
Probabilidade

A distribuicdo normal

Considere-se um valor numérico especifico (x) para a varidvel em estudo (). A area
da cauda a esquerda de x, é a probabilidade cumulativa (ou acumulada) do valor X1, que
corresponde & probabilidade de se encontrar um valor de x menor ou igual a x;; esta
probabilidade vai aumentando, obviamente, & medida que x se desloca para a direita (a
probabilidade cumulativa ¢ uma funclio monotdnica crescente de x, que tende a 1 quando x
tende 2o infinito). O grafico da probabilidade cumulativa em uma distribuicio normal tem o
formato de uma sigméide, tendendo assintoticamente para 0 i esquerda e para 1 a direita,
como visto na proxima figura.
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Probabilidade cumulativa em distribuigdes normais

Usando um procedimento semelhante ao que ¢é empregado na fabricagio do papel
logaritmico pode-se modificar a escala do eixo das ordenadas, de modo a transformar a
sigmoéide numa reta (expande-se a escala simetricamente em torno do ponto 0,5 = 50 % de
probabilidade acumulada). Se x se distribui normalmente a sigméide representativa das
probabilidades acumuladas serd uma reta num papel de probabilidade normal. Neste grafico,
as probabilidades de 0 e de 100% n#io podem ser mostradas, uma vez que elas correspondem a

X=-00 € X = oo, respectivamente, e a escala é finita.
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APENDICE XII
Informacdes sobre os espectros RMN 'H
Alexandre Volpe-2 nov23 ataH1 Alexandre Volpe-8 nov23 alaH4
Puise Sequence: s2pul Pulse Sequence: s2pui
[AFB] = 2 mmol.L™’ [AFB} =8 mmol.L"

INDEX | FREQUENCY PPM HEIGHT § INDEX | FREQUENCY PPM HEIGHT
1 2482.900 8.274 18.7 1 2484.523 8.280 17.0
2 2478.307 8.253 16.0 2 24383.058 B.275 23.9
3 2474.843 8.248 14.5 3 2476.466 8.253 22.8
4 2327.983 7.758 7.9 4 2475.001 8.248 20.1
5 2321.391 7.736 8.2 5 2328.874 7.761 8.6
6 22886.232 7.619 10.2 6 2322.282 7.739 8.8

- 7 2284.401 7.613 3.5 7 2320.817 7.734 7.6
8 2279.274 7.596 7.5 8 2295.913 7.651 3.4
9 2265.723 7.551 16.4 9 2294.448 7.646 5.3
10 2258.032 7.525 21.8 10 2292.983 7.6842 3.7
11 2251.440 7.503 13.1 11 2289.687 7.631 4.9
12 2244.848 71.481 6.1 12 2287.123 7.622 13.5
13 2234.960 7.448 10.4 13 2284.559 7.613 5.8
14 2227 269 7.423 11.6 14 2281.263 7.603 8.2
15 2220677 7.401 3.8 15 2279.798 7.598 12.1
16 2181.490 7.270 96.1 16 2277.967 7.592 6.7
17 2180.757 7.268 83.5 17 2265.882 7.551 19.5
18 1389.327 4.630 26.1 18 2260.022 7.532 18.9
19 473.744 1.579 151.2 19 2258.557 7.527 26.5
20 464.588 1.548 39 20 2255.261 7.516 4.4

g 2251.965 7.505 16.2
22 2250.500 7.500 3.8
23 2246.471 7.487 5.3
24 2245.006 7.482 8.5
25 2243.541 7.477 4.5
26 2235.118 7.449 11.5
27 2234.019 7.445 5.8
28 . 2229.258 7.429 9.1
29 2227.793 7.424 11.6
30 2221.201 7.402 5.0
31 2219.370 7.396 3.5
32 2181.648 7.271 108.8
33 1393.880 4.645 282
34 475.367 1.584 151.2

Solvent: CDCly 128 repetitions

Ambient temperature
INOVA-500 “nmrsun”
PULSE SEQUENCE
Relax. delay 0.200 sec
Pulse 40.3 degrees

Acq. time 2.867 sec Width 6000.0 Hz

OBSERVE H1, 300.0673537 MHz
DATA PROCESSING FT size 32768
Total time 6 min, 8 se¢




