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RESUMO

TESE DE DOUTORADO '
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA

INVESTIGACAO DE EQUILIBRIOS ATRAVES DE POTENCIOMETRIA E
VOLTAMETRIA COM RESOLUCAO MULTIVARIADA DE CURVAS

AUTOR: JOSUE DA ROSA MISSEL
ORIENTADOR: PROF. DR. PAULO CICERO DO NASCIMENTO

A interacdo entre o aminoacido glutationa (GSH) e os ions zinco (ll) e
cadmio (Il) foi investigada a partir de dados obtidos por medidas potenciométricas e
voltamétricas. Solugbes com forca ibnica 0,1 M de KCI de diferentes propor¢cdes
metal-ligante foram tituladas com solucédo padrdo de KOH e os perfis de pH assim
obtidos foram usados para propor os modelos de equilibrio quimico entre as
espécies. Para tratar os dados potenciométricos foi utilizado o programa Hyperquad,
possibilitando que as constantes de formacao das diferentes espécies pudessem ser
refinadas. O programa HySS, pertencente ao pacote computacional do Hyperquad,
foi utilizado para obtencéo as curvas de distribuicdo das espécies. O melhor ajuste
dos modelos de equilibrio foi alcancado propondo a existéncia de espécies em que
os ions metdlicos foram coordenados por uma e duas moléculas do ligante, sendo
gue os maiores valores de log p foram encontrados para os complexos do tipo MH.L,
MHL, e ML,. Para os dados voltamétricos, foi aplicado o método de resolucéo
multivariada de curvas com minimos quadrados alternantes (MCR-ALS). Vérios
voltamogramas registrados a diferentes propor¢cées metal-ligante geraram uma série
de picos sobrepostos, a partir dos quais foi possivel recuperar os voltamogramas
puros e respectivos perfis de concentracdo aplicando n&o negatividade,
unimodalidade e closure como restricdes. Para ambos os sistemas estudados
(GSH-Zn e GSH-Cd) os voltamogramas foram resolvidos para trés componentes, 0
metal livre e dois complexos. A potenciometria e a voltametria submetida a
MCR-ALS mostraram-se capazes de se complementarem, constituindo-se em
grandes ferramentas na investigacao de equilibrios quimicos entre ions metalicos e
ligantes.

Palavras chave: potenciometria; voltametria; resolucdo multivariada de curvas,
constantes de estabilidade.



ABSTRACT

EQUILIBRIA INVESTIGATION BY POTENTIOMETRY AND VOLTAMMETRY WITH
MULTIVARIATE CURVE RESOLUTION

AUTHOR: JOSUE DA ROSA MISSEL
ADVISOR: PROF. DR. PAULO CICERO DO NASCIMENTO

The interaction between the amino acid glutathione (GSH) and zinc (ll) and
cadmium (Il) ions was investigated using data obtained by potentiometric and
voltammetric measurements. Solutions with ionic strength 0.1 M KCI with different
metal-ligand ratios were titrated with standard solution of KOH and the pH profiles
obtained were used to propose models of chemical equilibrium between the species.
The potentiometric data treatment was performed using the Hyperquad software,
which enabled that the formation constants of the differents pecies could be refined.
The program HySS,belonging to the Hyperquad computer package, was used to
obtain the species distribution curves. The best fit models of equilibrium was reached
suggesting the existence of species in which the metal ions were coordinated by one
and two molecules of the ligand, and the highest values were found for log B complex
type MH,L, MHL, and ML,. For the voltammetric data, multivariate curve resolution
with alternating least squares (MCR-ALS) was applied. Several voltammograms
recorded at different metal-ligand ratios generated a series of overlapping peaks,
from which it was possible to recover the pure voltammograms and their
concentration profiles applying non-negativity, unimodality and "closure"” as
constraints. For both systems studied (GSH-Zn and GSH-Cd), voltammograms were
resolved to three components, the free metal and two complexes. The potentiometric
and voltammetric data treated with MCR-ALS were capable to complement one
another, constituting a important tool in the investigation of chemical equilibria

between metal ions and ligands.

Key words: potentiometry; voltammetry; multivariate curve resolution; stability
constants.
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1 INTRODUCAO

O estudo da interacdo entre metais de transicdo e compostos de natureza
peptidica € de grande importancia, uma vez que metais, na forma de cations, podem
atuar de forma decisiva em importantes mecanismos biolégicos. Os ions destes
metais apresentam uma alta afinidade com grupos tiol (-SH) e tem sido associados
ao disturbio de muitas funcdes metabdlicas (MENDIETA, 1996; HULTBERG, 2004;
FILHO, 2006; RICCI, 2006; LEVERRIER, 2007). Estes cétions tem demonstrado
grande capacidade de interacdo com alguns aminoacidos que participam de varias
fungbes enzimaticas, estrutura de proteinas e receptores. O tripeptidio y-L-glutamil-
L-cisteinil-glicina, também conhecido como glutationa (GSH), é uma das mais
abundantes moléculas biolégicas de baixo peso molecular que contém em sua
estrutura o grupo tiol, atuando na eliminacdo de radicais livres, como precursor de
ftalocianinas e na defesa do organismo contra intoxicagcdo de metais
(BELCASTRO, 2009). Uma importante caracteristica da GSH associada a sua
capacidade de coordenar-se a ions metalicos reside na sua potencial capacidade de
reduzir a concentragéo de Cd** no citosol, diminuindo seu potencial téxico (TWISS,
2001; ZHANG, 2006). Além da interacdo com cadmio, a glutationa tem demonstrado
estar envolvida em mecanismos de transporte e estoques de Zn®" intracelular
(KREZEL, 2003). A intensidade destas interacdes podem ser avaliadas através da
determinacdo das constantes de estabilidade das diferentes espécies que se
formam em funcéo dos varios equilibrios quimicos que se estabelecem.

As constantes de estabilidade de complexos formados entre um metal e um
ligante podem ser determinadas por varios métodos, sendo que o potenciométrico e,
posteriormente, 0 espectroscopio sdo 0s que mais se destacaram nas ultimas quatro
décadas. O principio do método potenciométrico reside na titulacdo de uma solucao
gue contenha uma proporgdo conhecida entre ligante e metal com uma solugao
padrao de uma base utilizando um eletrodo de pH. Dependendo da propor¢cao em
que ambos (ligante e metal) encontram-se dentro da célula de titulacdo, o metal terd
capacidade de se coordenar a uma maior ou menor quantidade de moléculas do
ligante. Quando ocorre a formacgéo do complexo, o ligante € desprotonado em um ou

mais sitios de ligacdo (caso possua mais de um), e estes protons desalojados (ions
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H") sdo ent&o titulados com a solucdo da base. Além do uso do eletrodo de pH, esta
titulacdo pode ser realizada utilizando um eletrodo ion-especifico para o cation, isto
€, um eletrodo que responda apenas a atividade de um unico ion metalico. No
entanto esta alternativa tem sido pouco utilizada devida a dificuldade de obtencéo de
eletrodos desta natureza.

A partir dos dados obtidos com a curva de titulagdo (volume de titulante
versus pH) é possivel, através de métodos matematicos, determinar as constantes
de estabilidade das espécies formadas em solucdo. A abordagem matematica mais
utilizada no célculo das constantes tem sido o da minimizacdo da soma dos
quadrados dos residuos entre a curva experimental e a curva tedrica, esta Ultima
obtida a partir de valores de pH calculados em funcdo de um modelo proposto para
equilibrio das espécies em solucdo (MARTELL, 1992). Para realizar esta operacao
sdo utilizados programas computacionais especificos. BEST (MARTELL, 1992) e
Hyperquad (GANS, 1996) sdo os que mais se destacam.

A potenciometria constitui a base dos métodos de determinacdo da maioria
das constantes de estabilidade conhecidas. Para que as constantes sejam
calculadas, ha uma exigéncia de grande conhecimento prévio a respeito do sistema
quimico em estudo, além da necessidade de seguir uma extensa rotina de
procedimentos que antecedem a titulacdo entre metal e ligante (determinagéo do
Pkw, avaliacdo da contaminacéo da base titulante por CO,, padronizacao do titulante,
calibracdo do eletrodo antes de cada titulacéo, alta pureza dos reagentes). Aliado a
isto, o procedimento da titulacdo € bastante moroso, pois devem ser obtidos, em
meédia, 50 pontos ou mais para cada proporcéo ligante-metal titulada, no minimo, em
triplicata.

Uma alternativa ao método potenciométrico, a resolucdo multivariada de
curvas (do inglés Multivariate Curve Resolution — MCR), tem apresentado bons
resultados na investigacdo de equilibrios metal-ligante (TAULER, 1993; TAULER,
1995). Uma de suas grandes vantagens é necessidade de pouco, ou nenhum
conhecimento prévio acerca dos equilibrios investigados (ESTEBAN, 2000). O
meétodo consiste em uma série de operacdes matematicas que possibilitam obter o
sinal de cada componente puro em uma mistura quando 0S mesmos estdo

sobrepostos. Estes sinais podem ser obtidos a partir de medidas espectroscépicas
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(TAULER, 1993), voltamétricas (ESTEBAN, 2000) ou qualquer outra medida que
tenha natureza multivariada, inclusive uma imagem (GEMPERLINE, 2006).

A voltametria tem se mostrado como uma boa fonte de dados para o estudo
de equilibrio em solucbes aquosas envolvendo metais e moléculas de natureza
biolégica. Para que o MCR seja aplicado a dados voltamétricos deve haver um
deslocamento do potencial de meia onda do metal quando esta na presenca do
ligante. Os valores de corrente devem estar dispostos em uma matriz de dados de
modo que cada coluna ou linha corresponda a uma série de voltamogramas obtidas
a diferentes proporgdes metal ligante. A decomposicéo inicial da matriz de dados
apresenta apenas significado matematico, devido ao problema da ambiguidade, o
gue tem sido resolvido com a introducdo de restricbes ao modelo, fazendo-o
convergir para uma solucéo que obedeca a critérios pré-determinados.

Segundo Esteban et al. (2006), o desenvolvimento de métodos
quimiométricos aplicados a dados obtidos por técnicas eletroanaliticas tem sido
muito pequena quando comparados a espectroscopia e a analise de imagens. Este
fato desperta interesse na medida em que possibilita que a pesquisa na resolucéo
multivariada de curvas aplicada a dados voltamétricos seja explorada.

Considerando as caracteristicas de cada método, o presente trabalho tem
como objetivo realizar um estudo comparativo entre 0 método potenciométrico e a
resolucao multivariada de curvas a partir de dados voltamétricos na investigacao de
equilibrios quimicos. Para tal, foi escolhido o sistema glutationa-zinco e glutationa-
cadmio para obter todos os conjuntos de medidas, uma vez que estudos prévios
(MENDIETA, 2000; DIAZ-CRUZ, 2000; FERRETTI, 2007; LEVERRIER, 2007)
mostraram que ambos sistemas ddo uma boa resposta analitica na potenciometria e

na voltametria.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Métodos de obtencédo das constantes de estabilidade

Qualquer método que possa ser usado para determinar com razoavel
exatiddo a concentracdo de, pelo menos, uma das espécies em equilibrio serve
como fonte de informacdo necessaria, juntamente com a composi¢cdo analitica
conhecida da solucdo experimental, para calcular as concentracdes de todas as
espécies e, por consequencia, suas constantes de equilibrio. Quando um numero
suficiente destas medidas do equilibrio ocorre sob condi¢cdes definidas, € possivel
obter os valores das constantes de estabilidade que se ajustam a estas condicdes
(MARTELL, 1992). Desta forma, varios métodos podem servir como fonte de
aguisicao de dados para determinar as constantes de estabilidade, dentre as quais
pode-se mencionar a potenciometria, a espectrofotometria, a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear, a voltametria, condutividade idnica, distribuicdo
entre duas fases, eletroforese, eletroforese capilar, entre outras.

Dentro do rol das técnicas citadas, apenas a potenciometria e voltametria
seréo detalhadas em fungéo do objetivo proposto pelo trabalho.

2.1.1 Medida potenciométrica do pH

A utilizacdo do eletrodo de vidro para medir o pH € o exemplo mais comum de
um eletrodo ion seletivo. Uma montagem bastante usual utiliza um eletrodo
combinado de pH gue acopla em um mesmo aparato cilindrico um eletrodo de vidro
e o de referéncia (Figura 01). A parte sensivel aos ions H* é um bulbo de vidro de
paredes finas, localizado na extremidade inferior, constituindo parte do eletrodo
indicador. O eletrodo de referéncia externo € um eletrodo de Ag/AgCl em forma

espiral. O de referéncia interno, também de Ag/AgCl tem forma alongada e esta
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localizado no centro do eletrodo combinado. Os dois eletrodos de referéncia medem
a diferenca de potencial através da membrana de vidro. O tampdo poroso

representado na parte inferior da figura 01 serve como ponte salina.

y—— (+) Condutores que

vao para o
~——(-) medidor de pH

Nivel do Ifquido Enfrada de s

do eletrodo de
referéncia externo

Nivel do liquido
do eletrodo de
referéncia interno

) i Solugdo aguosa saturada
Fio de prata — : com AgCl e KCI

5 Nivel da solugdo
- “r—de analito no
bécher

Pasta de AgCl suspensa
entre os dois lados do fio
de Ag dobrado

Tamp&o poroso para
permitir a drenagem
lenta de eletrdlito para
fora do eletrodo

Solugéo de HCI
0,1 M saturada
com AgCl

AgCl(s) + KCi(s)

Membrana de vidro

Figura 01 — Componentes de um eletrodo combinado
Fonte: HARRIS, 2005.

A diferenca de potencial entre os eletrodos de Ag/AgCI interno e externo
depende da concentracdo do ion cloreto em cada compartimento do eletrodo e da
diferenca de potencial através da membrana de vidro. Sendo a concentragcédo de CI°
fixa em cada compartimento do eletrodo e a concentracdo de ions H” fixa apenas no

interior da membrana de vidro, somente a concentracdo de H' externa é variavel.
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Assim, o potencial do sistema respondera proporcionalmente as mudancas na
concentracédo do fon H* presentes na solucéo externa, isto €, a solugéo cujo pH se
quer determinar (HARRIS, 2005). O diagrama de barras da célula formada entre

eletrodo de referéncia e o eletrodo indicador esta representado na figura 02.

Ads) | Agclisy I CF (ag) , H¥(ag, externo) // H* (ag, interno), Clag) / Agclis) [ AQ (s)

k. AN I\ AN A
T N N s

Eletrodo de H* externo ao H* interno ao Eletrodo de

referéncia externo  eletrodo de vidro  eletrodo de vidro referéncia interno

Figura 02 — Diagrama de barras do eletrodo combinado.

2.1.2 Complexos e a medida potenciométrica

A potenciometria € uma técnica bastante apropriada para a avaliacdo do
equilibrio de complexos metalicos. Embora medidas de concentracdo de ions
metalicos possam ser feitas com eletrodos especificos para ions, ou com eletrodos
metalicos, € usual o emprego do eletrodo de vidro de alta exatiddo para medidas da
concentracédo do ion hidrogénio em um procedimento de titulagdo potenciomeétrica.
Neste procedimento, uma solucdo padrdo de uma base é adicionada em
incrementos a uma solugdo acida bem caracterizada do ligante na auséncia e na
presenca de uma conhecida concentracédo do ion metalico. Na maioria dos casos, 0
pH varia entre 2 e 12, durante tempo no qual 50-100 leituras de equilibrio séo
obtidas, constituindo a curva de equilibrio potenciométrico (MARTELL, 1992).

Uma grande vantagem do uso de medidas com eletrodos ion-seletivos, € que
uma série de dados pode ser facilmente coletada atraves de titulacbes. A partir da
composicdo analitica inicial, mudancas parciais com adicdes da base feitas com
auxilio de uma bureta, permitem a determinacdo da atividade dos ions em solucéo
(ABATE, 1999).
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A determinacdo de constantes de equilibrio de complexos metal-ligante em
meio aquoso requer o conhecimento, com grande exatiddo, do pKw especifico para
a temperatura e meio ibnico usado. Este termo refere-se ao valor negativo do
logaritmo decimal do produto ibnico da agua (-log [H'] x [OHT]), e pode ser obtido
durante a calibragdo do eletrodo, trabalhando no intervalo de pH dentro do qual a
resposta do eletrodo de vidro é rigorosamente Nernstiana, ou seja, quando o
potencial varia linearmente com o pH.

A determinacao da interacéo do ligante com o préton e do metal com o anion
hidroxila também é importante, no entanto em metais com a interagdo hidroxido-
metal fraca, a mesma pode ser negligenciada, uma vez que o uso das constantes de
hidrolise disponiveis na literatura pode acarretar erros insignificantes de calculo
(BERTHON, 1995).

A constante de protonacao do ligante pode ser calculada a partir da obtencao
do perfil de pH do ligante sozinho. Para a determinagao de log 3, um ou mais perfis
de pH s&do medidos para o sistema contendo uma ou mais razfes molares de
metal/ligante. Quando este € uma competicdo aproximada entre o nUmero de grupos
doadores efetivos do ligante e o nimero de coordenacdo (em solucdo) do ion
metdlico, razdes molares 1:1 e 1:2 normalmente séo suficientes. O perfil de pH
assim obtido é empregado para calcular a constante de estabilidade do complexo
formado em solucéo.

A partir da aquisicdo destes perfis de pH, as constantes podem ser refinadas
utilizando programas computacionais adequados. Destacam-se para este proposito
os programas BEST (MARTELL, 1992) e Hyperquad (GANS, 1996; ALDERIGHI,
1999).

Estes programas realizam o refinamento das constantes de estabilidade pelo
ajuste iterativo ndo linear dos minimos quadrados das curvas de equilibrio, através
de um conjunto de equacdes de balanco de massa simultaneas para todos os
componentes expressos em termos de constantes de equilibrio conhecidas e
desconhecidas. Com o uso apropriado destes softwares é possivel obter um alto
grau de discriminacdo na selecdo de espécies quimicas (VOGEL, 1992). O
programa BEST (MARTELL, 1992) foi um dos primeiros programas desenvolvidos
com o propésito de refinar as constantes de formacgéo. Entretanto, com a evolugéo

computacional (de software e hardware) ocorrida nas ultimas décadas, outros
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programas foram desenvolvidos, disponibilizando interfaces mais amigaveis,
proporcionando métodos mais rapidos para ajuste entre a curva experimental e as
constantes. Neste sentido tem se destacado o programa Hyperquad, desenvolvido
por Gans et al. (1996) que, além suportar dados potenciométricos, permite a entrada

de dados de espectroscopia.

2.1.2.1 Programa Hyperquad.

O programa Hyperquad2006 permite o refino de constantes de estabilidade
oriundas de dados potenciométricos e espectrofotométricos. O refinamento é
realizado a partir de um programa compilado em linguagem FORTRAN (Hyp32.exe)
realizando uma ou mais iteracfes até que seja alcancada a convergéncia. Assim que
a tarefa é concluida, uma janela é aberta para mostrar os resultados no arquivo de
saida, assumindo que o refinamento tenha ocorrido com sucesso.

A funcéo objetivo pode ser descrita em uma notacdo de matriz como

u=r"Wr (1)
em que r é o vetor de residuos, (f = Yobservado - Ycalculado, S€NAO VYopservado @
representacdo das medidas em mV, pH ou absorbancia) e W a matriz de pesos.
Para minimizar a funcao objetivo, é utilizado o Método de Gauss-Newton-Marquadt,

gue pode ser representado pela equagéo

(QTWJ + AD)Ap =J" Wr 2)
onde J é a matriz Jacobiana e Ap € o vetor de deslocamento aplicado aos
parametros. D contém os elementos diagonais de J'WJ e A é o parametro de
Marquardt (GANS, 1996).
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Além da funcéo de refino das constantes, h4 alguns programas auxiliares que
acompanham o programa principal, como o HySS (Hyperquad Simulation Species),
uma oOtima ferramenta para construcao dos diagramas de distribuicdo das espécies.

Ha uma verséo atualizada do programa Hyperquad (a versdo 2008) em que
a funcdo de refino de constantes a partir de dados de absorbancia foi retirada e

incluida em um programa a parte.

2.2 Voltametria e Polarografia

A voltametria consiste em um conjunto de técnicas analiticas que se
fundamentam na medida da corrente produzida em funcdo da aplicacdo de
potenciais conhecidos. Dentro de uma célula eletroquimica (Figura 03), o fluxo desta
corrente se da junto ao eletrodo de trabalho, e ocorre em funcdo da eletrdlise de
uma espécie quimica. Seus valores, quando associados aos respectivos valores de
potencial em um diagrama, geram uma curva denominada de voltamograma. O
protocolo utilizado na obtenc¢éo do sinal analitico conduz a diferentes técnicas, cada
uma com caracteristicas e nomes especificos, como a voltametria de pulso,
voltametria de retificacdo faradaica, voltametria de transformada de Fourier,
polarografia, voltametria de onda quadrada, entre outras (HARRIS, 2005; BARD,
2008).

Segundo as normas da IUPAC, o termo polarografia deve ser utilizado
guando uma curva de corrente versus potencial é registrada com um eletrodo de
trabalho cuja superficie € periédica ou continuamente renovada. O eletrodo de
mercurio gotejante (do inglés, Dropping Mercury Elecrtode — DME) e o eletrodo de
mercurio de gota estatica (do inglés, Static Mercury Dropping Electrode — SMDE),
posteriormente desenvolvido, sdo os exemplos classicos da polarografia. A utilizagdo
dos demais eletrodos é enquadrada na voltametria, como o de filme de mercurio, de
carbono vitreo, de pasta de carbono, eletrodos constituidos por metais nobres como
ouro e platina, entre outros eletrodos (KAPOOR, 1991; BARD, 1998; SCHNEIDER,
2010).
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2.2.1 Principio da medida

O principio da medida na voltametria e polarografia envolve, essencialmente,
a obtencao da corrente com a mudanca linear do potencial. O potencial aplicado nos
eletrodos da célula de medida é idéntico ao fornecido pela fonte de potenciais e,
com mesma velocidade, é alterado para valores mais positivos ou negativos
(varredura). Quando o potencial para a oxida¢do ou reducéo do analito é alcancado,
flui uma corrente entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo. A corrente limitante
obtida durante uma medida pode ser considerada como a soma das correntes de
difusdo e migracdo, desde que outros fatores interferentes ndo estejam presentes
(KAPOOR, 1991).

A reprodutibilidade em uma medida voltamétrica é controlada pela velocidade
de difus@o da espécie eletroativa de interesse em direcao ao eletrodo. Para tal deve-
se minimizar a conveccdo efetuando a medida com a solu¢gdo em repouso. Ja os
efeitos interferentes da corrente de migracdo sdo minimizados pela adicdo de um

eletrdlito inerte em elevada concentracao (eletrdlito suporte).

2.2.2 Célula voltamétrica

As medidas voltamétricas e polarograficas sdo obtidas em uma célula com
eletrodos de trabalho bem caracteristicos, com superficie de aproximadamente
110 mm? nos quais, através de uma passagem de corrente, aplica-se uma
densidade de corrente relativamente alta (KAPOOR, 1991).

As montagens mais atuais utilizam células em que sdo acoplados trés
eletrodos, o de trabalho, o de referéncia e o contra eletrodo (Figura 03). A aplicacéo
do potencial desejado é imposta entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia, no
entanto a corrente flui entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo. O objetivo
disto é impedir a eletrolise de espécies eletroativas no eletrodo de referéncia,

preservando o seu potencial, mesmo sob condi¢des de alto fluxo de corrente dentro
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da célula. Além disto, este tipo de acoplamento também permite eliminar a

resisténcia da ponte salina e o consequente potencial ohmico da gota (BARD, 1998).

Dosador
de gotas
de Hg, T <« ¢ |Potenciostato

eletronicamente
controlado

Capilar de vidro

Contra-eletrodo
de platina

Solug&o contendo o analito

Eletrodo gotejante de
mercurio (eletrodo de trabalho)

Gota de mercurio

Eletrodo de
referéncia

de calomelano
Merctirio usado

Figura 03 — Representacdo de uma célula voltamétrica acoplada com trés eletrodos
Fonte: HARRIS, 2005.

Além do sistema de eletrodos, os equipamentos atuais sdo dotados de um
sistema de agitacdo mecénica e de fluxo controlado de nitrogénio gasoso. A
finalidade da agitacdo é assegurar a homogeneidade da solucdo antes de efetuar a
medida, enquanto a corrente de gas visa eliminar a presenca de oxigénio, o qual

pode se reduzir no eletrodo de trabalho, alterando o valor da corrente.
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2.2.3 Voltametria de pulso diferencial

Nesta técnica, pequenos pulsos (2 — 100 mV) sdo superpostos em intervalos
fixos em uma rampa linear de potencial. A maior por¢do da corrente de fundo é
eliminada e apenas a sua componente faradaica (devida a rea¢édo redox no eletrodo)
€ registrada, melhorando significativamente o limite de deteccéao.

A medida é realizada tomando duas amostras de corrente, uma antes da
aplicacdo do pulso (i1) e outra ao final do tempo da gota (i;). A medida que a
varredura de potenciais se aproxima do potencial de meia onda (potencial especifico
para cada espécie eletroativa simbolizado por Ej/,), 0 valor da segunda medida (i)
aumenta significativamente em relacéo a i;. Desta forma, plotando-se Ai (Ai = i, — iy)
versus o potencial aplicado (E) é possivel obter um voltamograma em forma de pico
ou de sino. O alto poder de resolucédo e a sensibilidade alcancados na voltametria de
pulso diferencial sdo baseados na eliminacdo da corrente capacitiva (devida a
atracdo e repulséo entre ions e o eletrodo polarizado), permitindo alcancar limites de
deteccdo da ordem de 10® M (KAPOOR, 1991).

Todas as medidas voltamétricas utilizadas neste trabalho foram obtidas por
pulso diferencial. Em consequéncia disto as demais técnicas ndo serdo detalhadas.
Uma descricdo das principais técnicas de obtencédo do sinal voltamétrico pode ser
encontrada em bibliografia especializada (KAPOOR, 1991; BARD, 2008).

2.2.4 Complexos e a medida voltamétrica

A medida voltamétrica realizada em um ion metalico na presenca de um
complexante é determinada por fendmenos que ocorrem em trés diferentes regides
da célula voltamétrica (DIAZ-CRUZ, 2000).

O primeiro refere-se ao corpo da solucdo (local em que esta presente a
maior parte da amostra ndo afetada pelo processo eletrddico), onde ha um equilibrio

quimico no qual a concentracdo da cada espécie é constante.
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O segundo diz respeito a camada de difusdo (uma fina camada que envolve
o eletrodo), onde as concentracfes das espécies sdo afetadas pelo processo
eletrodico e mudam progressivamente em funcéo do tempo, potencial aplicado, e a
distancia do eletrodo. Esta mudanca na concentracdo € determinada,
principalmente, pela taxa de consumo das espécies no eletrodo, pela velocidade de
difusé@o e pela influéncia das reacfes que podem converter uma espécie em outra a
medida que sdo transportadas ao longo da camada de difusdo. A influéncia deste
altimo fenbmeno € determinada pela relacdo entre a cinética de reacdes de
associacdo — dissociacdo dos complexos e o tempo gasto pela medida voltamétrica.
Se esta cinética € muito mais lenta que a medida, ndo havera conversado entre as
espécies na camada de difusdo e cada espécie pode ser transportada
independentemente para o eletrodo. Os complexos que se encaixam nesta situacao
sdo considerados eletroquimicamente inertes. Por outro lado, se a cinética é muito
mais rapida que a medida, cada variacdo na concentracdo de qualquer espécie é
prontamente corrigida pela associacdo ou dissociacdo de outras espécies. Desta
forma, ocorrerd uma continua interconversdo de espécies que satisfaz todas as
constantes de estabilidade ao longo da camada de difusdo, produzindo um Unico
sinal proporcional a concentracdo total da espécie metalica. Neste caso 0s
complexos s&o considerados labeis (DIAZ-CRUZ, 2000; ESTEBAN, 2003).

O terceiro relaciona-se com a superficie do eletrodo, local onde ocorre a
medida da corrente, a qual é proporcional ao fluxo de espécies que sao ali
reduzidas. Este fluxo € determinado pela taxa de transferéncia de elétrons na
superficie do eletrodo e também pela taxa de transporte das espécies eletroativas
em suas vizinhancas.

Em decorréncia destes fenbmenos, podem ocorrer deslocamentos nos picos
de voltamogramas de ions metalicos causados pela adicdo de um ligante, permitindo
o estudo de complexos e a determinacdo de constantes de estabilidade. Esta
mudanca ocorre em dire¢ao a potenciais mais negativos uma vez que, para romper
a interacdo metal-ligante e reduzi-lo € necessaria uma maior energia do que aquela
imposta para reduzir o metal livre (GRABARIC,1996). Além disto a velocidade de
difusdo do metal em direcdo ao eletrodo diminui, pois 0 complexo é maior que o
metal sozinho (DIAZ-CRUZ, 2000; ESTEBAN, 2000; ESTEBAN, 2006).
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Esteban et al. (2000) demonstraram que, mesmo em alguns casos onde a
mudanca de potencial ocasionada pela adicdo de um ligante € muito sutil (se
comparada a do ion metalico livre), ainda é possivel obter os perfis dos complexos
formados. Entretanto, isto é alcancado pelo uso de técnicas quimiométricas
especificas, as quais serdo abordadas posteriormente neste trabalho.

Dentre as formas de como dados voltamétricos podem ser utilizados para o
estudo de complexos, pode-se destacar o método de Lingane como sendo um dos
precursores. Este método se baseia em uma derivacdo da equacao de Nernst que

leva em conta as propor¢des com que metal e ligante formam o complexo.

2.2.5 Método de Lingane

Em 1941, J. J. Lingane publicou um método desenvolvido para calcular as
constantes de estabilidade de complexos inorganicos inertes a partir de medidas
voltamétricas no eletrodo de mercurio, que também ficou conhecido como Método de
reducado ao estado metalico (ROSE, 1964; KAPOOR, 1991).

O método fundamenta-se na mudanca do potencial de reducdo de um ion
metalico no eletrodo de mercurio para valores mais negativos quando a ele é

adicionado um ligante. Considerando a equacao (3)

ML, + ne + Hg— MHg + mL (K) 3)

gue pode ser analisada ocorrendo em duas etapas

ML, — M + mL (Kmp) 4)

M + ne + Hg— MHg (KmHa) )

em que K corresponde as respectivas constantes de formacdo, M é o metal, L o

ligante, ML, o complexo formado e ne o numero de elétrons envolvidos na reducéao.

Lingane derivou destas reagOes a relacdo existente entre o potencial na gota de
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mercurio E, o potencial de meia onda E1;, a corrente i e a corrente limitante iy como

mostrado na equacao (6).

E ppoc TE12 - “ﬂfmmg i (6)
Ig -1

O gréfico de E versus log (i/ig — i) sera uma reta para um potencial reversivel e a
inclinacdo sera 0,0591/n. A partir das equacdes (3), (4) e (5) Lingane estabeleceu

que

— [H]
E1z=E® - 0,059 logK 0,0591

n n K Mg n

l0g Kue - m 0,0591 log[L] 7)

onde E° é o potencial padrdo do metal da améalgama do eletrodo, a razdo Ky./ Kuue
depende das condi¢cfes experimentais e das caracteristicas do eletrodo, m é nimero
de ligantes coordenados ao metal e [L] é a concentracdo do ligante. Em
consequéncia disto a inclinagdo da reta, obtida no gréfico de E;;, versus log [L], é -
0,0591m/n, a partir do qual m pode ser encontrado. Por outro lado, a constante de

estabilidade pode ser encontrada pela equacgao

Ewz - ( Eiz)s = - 0,091 logK - m @ log[L]
N n (8)
L ~ A . " A . "l;ulz—"l
y b a X

em que (E12)s € 0 potencial na auséncia do ligante. Colocando-se em um diagrama o

termo do lado esquerdo da igualdade da equacéo (8) contra [L], obtém-se uma reta
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cuja interceptacdo no eixo das ordenadas fornece (-0,0591/n) log K e,
consequentemente, podemos encontrar o valor de K (ROSE, 1964).

Este método foi bastante utilizado para investigar a existéncia de muitos
complexos, como o ion biplumbito (HPbO"). Entretanto, o método pode ser aplicado
em sistemas onde apenas uma espécie complexa esta presente. Nos casos em que
h& formacéo de mais de um complexo, 0 método ainda pode ser utilizado, desde que

as constantes de estabilidade sejam muito diferentes entre si (KAPOOR, 1991).

2.3 Complexos

2.3.1 Formacéo dos complexos

Ainda que o conceito de compostos complexos seja amplo, considera-se
uma reacao de formacao de complexos aquela em que uma ou varias moléculas séo
deslocadas por outras espécies quimicas, estas espécies quimicas unidas ao ion
central se denominam ligantes (L), enquanto que o nimero maximo de atomos
doadores dos ligantes (n) se denomina numero de coordenacdo do ion central. De
acordo com o numero de sitios de ligacdo envolvidos na formac¢do do complexo, o
ligante pode ser monodentado, bidentado, tridentado e polidentado. Quando o
ligante participa do complexo com no minimo dois grupos funcionais, ele é
denominado quelante e complexo formado quelato. Os quelatos sdo mais estaveis
gque complexos com ligantes monodentados, pois a dissociagdo deste tipo de
complexo implica na ruptura de duas ligacdes em vez de uma (LEE, 2003; HARRIS,
2005).

A formacdo do complexo é o resultado de uma interacdo acido-base de
Lewis, na qual o atomo central com um orbital vago atrai um par de elétrons de um
atomo doador do ligante. Para isto, o ion central deve dispor de orbitais
simetricamente adequados, estericamente disponiveis e de baixa energia. O ligante

deve ter atomos (N, O, S, etc.) com pares eletrdnicos ndo compartilhados.
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2.3.2 Constantes de estabilidade

A reacao entre um ion metéalico e um ligante pode ser representada de forma

geral pela equacgao
M(H.0), + L «— M(H20)n1L + H,O 9

O termo constante de estabilidade cumulativa (B) serve para designar a
constante de equilibrio para formacao de um complexo em particular, a partir dos

componentes M e L, podendo ser representada por:

[M(H 0)n1[L]

b= M(H,,O) [L] (9

sendo, no equilibrio, [M(H20),.1L] a concentracdo do complexo formado, [M(H20),] a
concentragdo do ion metalico e [L] a concentracdo do ligante (MARTELL, 1992). A
maior parte das publicacbes cientificas tem omitido, por uma questdo de
simplicidade, as "n" moléculas de agua que hidratam o ion metalico, representando-
0 apenas pelo seu simbolo (Cd, Zn, Ag, etc.).

Medidas de variacdo da concentracao livre de somente uma espécie com a
composicdo geral da solugdo podem, em principio, levar a valores da constante de
estabilidade. As variacbes de propriedades adequadas com a composicao da
solugdo podem, entretanto, ser exploradas como fonte de informacdes sobre os
complexos que sdo formados. Por exemplo, medidas potenciométricas podem ser
designadas de maneira que sua forca eletromotriz forneca uma medida da
concentracéo do ion metalico ndo complexado (ROSSOTI, 1974).

Na formacado sucessiva de complexos de indice de coordenacdo superior a

unidade, podem ser consideradas as seguintes rea¢fes e constantes:
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M+L «—— ML Ki=[ML] / [M] [L] (11)
ML+ L «— ML, Ko= [MLy] / [ML] [L] (12)
ML, + Le—> MLs K= [ML3] [ML2] [L] (13)

E oportuno salientar que ainda ndo ha uma uniformidade total no modo
como as constantes sao representadas ou designadas, podendo haver variacdes
entre algumas publicacdes. As nota¢cdes mais comuns de K e (3 estdo apresentadas
no apéndice A.

As constantes K;, K, e Kz sdo denominadas constantes sucessivas de
formacdo de cada complexo. Os indices indicam a etapa de complexacdo, bem
como o numero de ligantes unidos ao metal.

Em muitos casos é conveniente utilizar as constantes cumulativas (B), que

para o complexo ML3 é dada pela relacéo

M +3 LT MLs B = K1.K2.Kz B= MLz / [M][L]? (14)

2.3.3 Influéncia da Forca ibnica nas constantes de estabilidade

As constantes de equilibrio para formac&o de complexos em solugdo a uma
dada temperatura sdo usualmente representadas em fungdo do quociente de
atividade (constante de estabilidade termodinamica) e deveriam ser independentes
do meio ibnico, ou em funcdo do quociente de concentracdo (constante de
estabilidade estequiométrica), que sdo validas somente em uma solucdo de
composicdo particular. Se a constante de estabilidade estequiométrica for
determinada na presenca de um grande excesso de um eletrélito forte e inerte, e as
solucdes em estudo forem bastante diluidas, € possivel assumir que os coeficientes
de atividade s&o independentes da concentracdo das espécies reagentes e
dependem somente da natureza e concentragdo do eletrdlito principal. Constantes
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de estabilidade estequiométricas obtidas sob estas condicdes sdo também
guantidades termodinamicas, referentes ao estado padrdo no qual todos os
coeficientes de atividade séo unitarios.

Se no tratamento matematico do equilibrio quimico se utilizar a constante
termodinamica, K;, esta ndo se modifica com a forca idnica, jA que é constante e
independente dos fatores de atividade. Entretanto a constante de equilibrio K, n&do
termodinamica, estéa relacionada com K; pelos coeficientes de atividade das espécies

gue interferem no equilibrio (MARTI, 1994). Para a reacao:

A+BT— C+D (15)
arelacdo entre Ke K; é:
Yoo
Ki = [\'{C :;D] K (16)
i A ‘B

Sendo K; constante, s6 sera K, se o termo correspondente aos coeficientes de
atividade (y) o for.

Se em uma reacdo quimica houver sO espécies moleculares néo
carregadas, os coeficientes de atividade s@o unitarios, e a constante de equilibrio
sera igual a termodinamica, ndo dependendo da forca ibnica do meio (MARTI, 1994).

A adocéo do entdo chamado método do meio ibnico constante, valores dos
coeficientes de atividade podem permanecer efetivamente constantes. De acordo
com este método, um grande excesso de um sal, eletrélito de baixa valéncia é
adicionado a solugcédo sob investigacdo (ex. NaCl, NaClO, ou KNOs3). Estes ions
monovalentes, que devem ser quimicamente inertes ao sistema quimico em estudo,
determinam a forca idnica da solucéo e o conjunto de coeficientes de atividade para
todos os ions e moléculas formados nos sistemas sob investigacdo serao
constantes. Na pratica, isto se mantém enquanto a concentracdo equivalente dos

compostos investigados ndo exceder aproximadamente 10 % da concentracdo do
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eletrélito suporte. Isto corresponde ao limite superior de uma “janela” experimental,
na qual os coeficientes de atividade podem ser incorporados ao valor de (3, e as
concentracbes quimicas podem ser usadas no lugar das atividades (MARTELL,
1992).

2.3.4 Acidos e bases duros e moles

Segundo esta teoria, 0s ions metalicos podem ser divididos em dois grupos,
dependendo da estabilidade de seus complexos com determinados ligantes.

Os metais do tipo "A" , que incluem os ions pequenos dos grupos 1 e 2
assim como os elementos de transicdo situados mais a esquerda na tabela
periddica, em particular aqueles em estados de oxidacdo mais elevados. Estes
metais formam complexos mais estaveis com doadores de oxigénio e nitrogénio
(ambnia, aminas, cetonas e alcoois), com fluoreto e cloreto.

Os metais do tipo "B" incluem os ions dos metais de transi¢é@o localizados a
direita da classificacdo peridédica e os complexos de metais de transicdo em baixo
estado de oxidacdo. Estes se coordenam preferencialmente com ligantes como
iodeto, tiocianato e cianeto (LEE, 2003).

Esta classificacdo empirica foi Gtil na previsao das estabilidades relativas de
complexos. Pearson, que a desenvolveu, estendeu o conceito para uma grande
variedade de interacdes acido-base. Assim, os metais do tipo "A" sdo pequenos e
pouco polarizaveis e combinam-se preferencialmente com ligantes de mesma
caracteristica, os quais foram denominados de acidos e bases duras
respectivamente. Da mesma forma, os metais do tipo "B" e os ligantes maiores e
mais polarizaveis, com quem se combinam preferencialmente, receberam a
denominacdo de &cidos e bases moles respectivamente. A partir disto, ele
estabeleceu a relagdo de que acidos duros tem preferéncia de reagir com bases
duras e acidos moles tem preferéncia de reagir com bases moles. Esta regra
incorpora, por exemplo, as reac¢des do tipo acido-base mais comuns (H* é um &cido

duro e OH e NH; sdo bases duras), além de varias reagcdes que envolvem a
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formacao de complexos simples e de complexos com ligantes que forma ligagdes pi
(COWAN, 1993; LEE, 2003).

E possivel correlacionar, de um modo geral, a capacidade de complexac&o
dos metais pelo enunciado considerando a afinidade entre acidos e bases duros e
entre acidos e bases moles. Entretanto, este principio ndo deve ser encarado como
exclusivo, pois sob condicbes adequadas, &cidos moles podem complexar com
bases duras ou acidos duros com bases moles, resultando em complexos de baixa
estabilidade, uma vez que ambos os componentes sdo incompativeis (MOTULSKY,
1995; POLLI, 2004; VOGEL, 2005). A tabela 01 mostra os principais acidos e bases

duros e moles.

Tabela 01— Acidos e bases duros e moles

Acidos duros Acidos moles Acidos intermediarios

H*, Li*, Na*, K*, A", BFs, Pd*, Pt**, Cu*, Au*, Hg", Cr*, Co™, Fe**, MoO*, Fe”,
3+ gt 24 2+ b Co*, Ni**, Cu**, Zn**, Pb*,
AI(CH3)21 AICI31 SC ’ TI ’ Cd ’ (ng) 1 TI ’ B(CH3)31 Sn2+, SOZ, NO+, Ru2+
VO*, WO*, ce*, Lu**, CO,,  B,Hs, [Fe(CO)s, [CO(CN)s]*

SO;
Bases duras Bases moles Bases intermediarias
NHs, RNH,, N,H,, H,O, ROH, H, CN, SCN, S,05:%, I, RS, S0,*,imidazol, piridina
R,0, OH, NO%*, ClO,, COs*, R,S, CO, B,Hs, C,Hs, R3P,

PO,*, F, CI, CH3COOH" P(OR);

Adaptado de LEE, 2003.

2.3.5 Importancia das constantes de estabilidade

As constantes de estabilidade para equilibrios do tipo metal-ligante e proton-
ligante proporcionam dados para muitas analises quantitativas em sistemas
industriais, biolégicos, geoquimicos e ambientais. Seus valores estao relacionadas a
variacdo de energia livre, uma medida fundamental da forca motriz de uma reacéo

quimica. Esta relacdo pode ser demonstrada pela equacéo



33

AGP°= -2,303 RT log K (17)

onde AG° é variacdo da energia livre, R € uma constante (R=8,314 J/kmol), T a
temperatura e K a constante de equilibrio (BERTHON, 1995). Isto demonstra que as
constantes quantificam a estabilidade relativa de reagentes e produtos em um
sistema em equilibrio (MARTELL, 1992, BERTHON, 1995; LEVERRIER, 2007).

Célculos com base em constantes de estabilidade podem prever, dentro da
confiabilidade dos resultados, a dependéncia da composicédo da solucdo (metal ou
composicdo do ligante) em funcdo do pH e as proporcdes estequiométricas de
metal e ligante. Desta forma, a distribuicdo do metal entre ligantes concorrentes e de
ligantes entre metais concorrentes e do préton pode ser investigada (MARTELL,
1992; LEVERRIER, 2007).

2.4 RESOLUCAO MULTIVARIADA DE CURVAS

A Resolucdo Multivariada de Curvas (do inglés, Multivariate Curve
Resolution - MCR) compreende um conjunto de técnicas matematicas que visam
descrever a contribuicdo individual dos componentes puros dentro de um conjunto
de dados. O método consiste, essencialmente, em decompor uma matriz de dados X
no produto de duas matrizes de dimensdes menores C e S (TAULER, 1993a;
TAULER 1993b; MENDIETA, 1996; ESTEBAN, 2000; DiAZ-CRUZ, 2000; JAUMOT,
2002; JIANG, 2002, ESTEBAN 2006, GUTERRES, 2006). Genericamente isto pode

Ser expresso na equagéo:
X=CS"+E (18)

onde o sobrescrito T denota a transposta da matriz e E é a matriz de residuos.

Na equacao (18), a partir da decomposicédo do conjunto de dados X, obtém-
se C, que contem os perfis de concentracdo dos componentes puros, S, a matriz
com os sinais individuais de cada componente e, como ja mencionado, a matriz E,

gue compreende a variacdo nos dados néo explicada em C e S, ou seja, a falta de
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ajuste do modelo. Cada par de valores c;si' define a contribuicdo de cada
componente para dar origem ao conjunto total de dados X. E importante definir,
dentro deste contexto, componente como sendo qualquer espécie capaz de dar uma
resposta pura, distinta e real (GEMPERLINE, 2006). O conjunto de dados X é
formado por uma série de medidas, que devem apresentar linearidade entre o sinal e
a concentracdo ou outra grandeza que esteja sendo avaliada (PUSTY, 2006;
BRONW, 2009). Estes sinais podem ser espectros obtidos a partir de titulacbes
[TAULER, 1993; ABDOLAHHI, 2010) ou de técnicas hifenadas (TAULER, 1993;
TAULER, 1995; BRO, 1997; TAULER, 2001, JAUMOT, 2005; SANCHES-PONCE,
2005; ZHANG, 2006; LEITAO 2007; JAUMOT, 2010), voltamogramas (DIAZ-CRUZ,
1997; MENDIETA, 1999; DIAZ-CRUZ, 2000; ESTEBAN, 2000; GARRIGOSA, 2007;
CHEN, 2008) ou qualquer medida que tenha natureza multivariada (GEMPERLINE,
2009, PUSTY, 2006; BROWN, 2009)

Lawton e Sylvestre sdo citados como os precursores desta metodologia
(BROWN, 2009), que tem evoluido como uma excelente alternativa na resolucéo de
sinais sobrepostos, uma vez que ndo requerem qualquer método anterior de
calibracdo nem a hipdétese de um modelo fisico quimico a priori (GEMPERLINE,
2006). Devido a grande versatilidade desta ferramenta, sua aplicagdo tem se
tornado ampla, mostrando-se eficaz na avaliacdo de dados provenientes de testes
de solubilidade (RAJKO, 2009), no estudo de biomarcadores (CHEN, 2008), na
descricdo da estrutura espacial de proteinas (GEMPERLINE, 2006), no estudo de
dados de analises ambientais multivariados dispostos em grandes arranjos (OZEKI,
2004; TAULER, 2007), na resolucado de imagens espectroscopicas (GEMPERLINE,
2006) e no estudo de interacdes metal-ligante (DIAZ-CRUZ, 1997; ESTEBAN, 2000;
DIAZ-CRUZ, 2000; JAUMOT, 2002; ESTEBAN, 2007).

O objetivo principal na resolucdo de um sistema quimico com varios
componentes é obter informacao util a partir de dados brutos, isto é, descrever as
contribui¢des individuais para a variagdo dos dados obtidos a partir de uma série de
medidas. Tais dados devem estar dispostos em uma tabela ou matriz de dados X
| x J, onde | representa o numero de linhas e J 0 nimero de colunas.

O avanco da instrumentacao analitica tem aumentado o poder de aquisicéo
de informacdes, gerando conjuntos de dados volumosos que procuram descrever o

comportamento Quimico ou Fisico Quimico de sistemas ou processos. Entretanto,
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por ndo serem seletivas, estas informacdes nédo descrevem a composiCdo ou o
comportamento dos seus diferentes compostos separadamente (TAULER, 2007).
Tal problema tem sido habitualmente resolvido pelo uso de técnicas de separacao
(e.g., cromatografia, eletroforese capilar ou analise por injecdo em fluxo) ou por
tratamentos quimicos realizados antes da medida propriamente dita, o que pode
demandar tempo e custo para uma analise, além de poder interferir de forma
indesejavel nos compostos de interesse. Neste contexto, os métodos de resolucao
multivariada tem se destacado como uma alternativa altamente eficaz, permitindo a
substituicdo de tratamentos quimicos prévios por um conjunto de operacdes
matematicas e por algoritmos.

Para que se obtenham os resultados esperados a partir do método MCR é
importante dispor os dados adquiridos de forma adequada. Para tal, os mesmos
devem ser organizados em uma matriz de forma que tenhamos em uma direcdo as
medidas propriamente ditas (absorvancias, correntes, etc.) e, em outra direcao, a
variacdo da composicao do sistema (concentra¢cdes, tempos de retencéo, etc).

A figura 04 mostra como os dados podem ser dispostos para efetuar uma
resolugdo multivariada de curvas. As linhas desta matriz podem ser, por exemplo,
valores de correntes obtidas por voltametria (DIAZ-CRUZ, 1997; ESTEBAN, 2000;
DIAZ-CRUZ, 2000; SAITO, 2001; JAUMOT, 2002; ESTEBAN, 2007) ou espectros
(TAULER, 1993). Cada linha corresponderia a uma varredura a diferentes
concentracfes relativas de duas ou mais espécies ou a diferentes tempos de
retencdo em uma coluna cromatografica (TAULER, 1993a; TAULER, 1993b;
MANNE, 1995; JIANG, 2004; ABDOLAHHI, 2007; TAULER, 2007). Temos entdo um
conjunto de medidas, ndo seletivas, que devera ser resolvido de forma a se obter o0s
dados referentes aos componentes puros. Um exemplo pratico de um conjunto de
dados multivariados pode ser observado na figura 05, que representa uma seérie de
voltamogramas obtidos pela varredura de diferentes proporcdes entre um ligante e

um fon metalico.



Figura 04 — Exemplo genérico de uma matriz de dados
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Na figura 05 é mostrada uma série de varreduras de potenciais que podem

ser identificados por um conjunto de picos sobrepostos, dando um forte indicio da

presenca de varios compostos no decorrer de cada medida, no entanto o0s

voltamogramas mostram pouca informacao util. Assim, a aplicacdo de um método

matematico apropriado pode se constituir uma boa ferramenta que permita obter tais

informacdes.
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Figura 05 — Exemplo de uma série de voltamogramas obtidos para diferentes

proporcoes

metal-ligante. (a)

Diagrama bidimensional

(b) diagrama tridimensional (MENDIETA, 1996).

(ESTEBAN,

2000);
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No que diz respeito a resolugdo multivariada de curvas a dados voltamétricos
€ importante destacar a real necessidade de que a corrente (sinal da voltametria)
seja a soma individual de cada espécie quimica presente no sistema. Uma vez que
nas medidas espectroscopicas a linearidade do sinal € normalmente alcancada
dentro da regido espectral onde a lei de Beer é seguida, na voltametria isto n&o é tao
comum. Fendmenos que ocorrem na interface eletrodo/solucdo podem interferir de
forma significativa na medida, principalmente quando se combinam grandes
diferencas na mobilidade das espécies eletroativas e na natureza dos processos de
eletrodo (DIAZ-CRUZ, 2000; ESTEBAN, 2000; BROWN, 20009).

2.4.1 Estimativa do nUmero de componentes

E importante na execucdo do método de resolucdo multivariada de curvas,
obter uma estimativa do niumero de componentes do sistema, isto é, o total de
contribuicdes quimicas individuais responsaveis pela variagdo dos sinais. No caso
da voltametria, a matriz de dados deve estar organizada de maneira que os valores
das correntes, obtidas a potenciais igualmente espacados, fiquem dispostos em
linhas, assim, cada uma das muitas linhas na matriz representard uma varredura
obtida por uma determinada proporcdo metal-ligante. Esta ordenacédo nos dados nos
permite efetuar uma decomposicdo em valores singulares (do inglés, Singular Value
Decomposition — SVD) da matriz (MANNE, 1995; RUCKEBUSCH, 2002; ESTEBAN,
2003). Desta forma, é possivel determinar o nimero de contribuicdes linearmente
independentes, no caso de um conjunto de medidas voltamétricas o que se traduz
no numero de espécies eletroativas independentes capazes de contribuir para o
sinal da corrente (DIAZ-CRUZ, 1997).



2.4.1.1 Decomposigéao em valores singulares

Seja X uma matriz (I x J) composta por numeros reais. Entdo existe uma

matriz ortogonal U (I x 1), e uma matriz ortogonal

decomposicao:

X =USV'

Os elementos da diagonal (s,) da matriz S (I x J) s&o maiores que zero e

todos os outros elementos fora desta diagonal sao
estrutura da matriz S quando | > J.

s, 0 0 0 0 O
0 s,, 0 0 0 O
0 0 s, 0 0 O
s |0 0 0 0 0
0 0 0 0 sq.e O
0 0 0 0 0 O
0 0 0 0 0 O
0 0 0 0 0 O

Figura 06 — Estrutura da matriz S obtida por decom

Os elementos s;, sdo chamados de valores singula

V (J x J) que satisfaz a seguinte

iguais a zero. A figura 06 ilustra a

posicdo em valores singulares.

res de X, sendo que estes sao

positivos, constantes e satisfazem a seguinte relacéo:

S11 2 S22 2 S3,3 ...t = Srr 2.2 SR,R =0
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O valor singular sgr, que € o ultimo valor singular diferente de zero, informa
0 posto R da matriz X.O posto de uma matriz € definido como o nimero de linhas
linearmente independentes da matriz X. A determinacdo do posto da matriz esta
associada a determinacdo do numero de componentes do modelo bilinear. A
decomposicdo em valores singulares pode ser vista como uma expansao da matriz
X, da mesma forma que as expansdes de Taylor para um polinémio. Se R é o posto
da matriz X, entdo esta matriz pode ser representada como a soma da contribuicéo

do produto dos vetores u, por v, paratodo r=1,2, ...,R < min(l,J), conforme mostra a

equacao a seguir:

X=ZE_U?,T= ~SzVr (21)

onde, U = [uy,Uy,..., Ug] tem a dimenséo de | X R, e V = [v1,Va,..., Vg] tem dimensé&o
de J XR. A matriz Sg € diagonal de dimensdo R com os elementos da diagonal iguais
aos valores singulares s;,. As matrizes U, SeV sédo denominadas de matrizes
truncadas.

A decomposicdo em valores singulares de uma matriz X pode ser
interpretada como uma compressdao do numero de variaveis necessarias para

descrever X, pois R < min(l,J). A informacdo contida nas varidveis originais €&

comprimida em um modelo contendo R variaveis latentes (GUTERRES, 2006).

De um ponto de vista matemético, o posto de uma matriz € o nimero de
linhas ou colunas linearmente independentes, ou seja, 0 numero de vetores que nao
podem ser escritos como combinacéo linear de outros vetores. Em se tratando de
medidas voltamétricas, isto representa o numero de espécies eletroativas presentes

mo sistema em estudo.
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2.4.2 O problema dos minimos quadrados

Seja X uma matriz | x J formada pelas variaveis independentes e y um vetor
I x 1 formado pela variavel dependente. Um modelo linear que relaciona y com X é

expresso pelo sistema de equacoes:

y=Xb+e (22)

onde b € o coeficientes da funcao linear que relaciona cada coluna (variavel) de X
com y e os elementos do vetor e sdo os residuos do modelo, ou seja a porcao dos
dados que nao pode ser descrita pelo produto Xb.

Um sistema de equacdes lineares pode apresentar umas das seguintes

caracteristicas:

a. Numero de linhas iguais ao namero de colunas (I = J);

b. Numero de linhas maior que nimero de colunas (I > J);

c. Numero de linhas menor que nimero de colunas (I < J);

Além disto pode-se ter ainda:

d. Posto (X) < min(l,J).

O problema dos minimos quadrados (do inglés, leasting square - LS)
consiste em encontrar um vetor de coeficientes b para o qual, o produto Xb é a
melhor aproximacédo de y. Este problema € enunciado da seguinte forma: “Dada uma
matriz real X de dimenséao | x J com posto(X) < min (I,J) e dado um vetor y de

dimenséo J x 1, encontre um vetor b que minimiza a soma quadratica dos residuos y
- Xb.
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E possivel notar, de acordo com a equagéo (23), que o vetor de residuos é

calculado como:

e=y-Xb (23)

e o problema dos minimos quadrado consiste em obter um modelo linear que
minimiza a soma quadratica dos residuos. O enunciado do problema dos minimos

guadrados é simbolicamente representado por:

”?WY‘XWE (24)
Para um sistema linear com | > J e posto (X) = J, a solu¢do dos minimos
quadrados pode ser calculada da seguinte forma:
X'y = X™Xb (25)
de modo que:
b = (X™X)*X"y (26)

A equacdo (26) € a solucdo dos minimos quadrados e pode ser
implementada diretamente em “pacotes computacionais” como MATLAB, software R

e Scilab. Todavia em linguagens de programacao como Fortran ou C, a solugao dos
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minimos quadrados é calculada através do método de decomposi¢do de Cholesky,
ou do método de decomposicdo QR (BJORK, 1996 apud GUTERRES, 2006). Estes
métodos encontram-se disponiveis também nos softwares Matlab, Scilab e R. Deve-
se salientar, ainda, que a inversdo da matriz de covariancia X'X, ndo é um método
numérico eficiente e, dependendo do numero de condicdo desta matriz, a solucao
obtida pode ser instavel, mesmo quando posto (X) = J.

Uma das situacfes mais encontradas em quimica, € a de resolver um
sistema de equacdes lineares onde | < J ou | >J sendo que 0 posto (X) < min (l,J).
Estes sistemas sdo conhecidos por sistemas com deficiéncia de posto. Neste caso,
uma forma mais estavel de calcular a solucdo para o problema dos minimos

quadrados é usar o método SVD tal como mostrado a seguir:

b=VS'U'y (27)

onde U ,V e S sdo as matrizes truncadas definidas na equacao (21).

Um teorema importante € que se o posto da matriz X € menor que | ou J,
entdo o problema dos minimos quadrados ndo tem uma solucdo Unica. Mas entre
todas as solucdes possiveis, ha uma Unica solucdo que minimiza o comprimento
euclediano de b. Esta solugdo é denominada de “norma minima” (GUTERRES,
2006).

2.4.3 Ambiguidade

A decomposicdo matematica de uma matriz de esta sujeita & ambiguidade
(LAWTON, 1997 e SYLVESTRE, 1974 apud GEMPERLINE, 2006). Isto significa que
muitos pares de matrizes do tipo C e S descritos na equacgao (18) podem reproduzir
0 conjunto de dados da matriz X com a mesma qualidade no ajuste, ou seja, a matriz

original de dados pode ser obtida usando perfis de componentes diferentes em sua
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forma (ambiguidade rotacional) ou em magnitude (ambiguidade de intensidade)
daqueles procurados como verdadeiros (GRABARIC, 1996; GUTERRES, 2006).

Os dois tipos de ambiguidade podem ser explicados matematicamente. A
principal equacdo associada aos métodos de resolucdo (X=CS') pode ser

transformada conforme as equacoes:

X=Cc(@aThs’ (28)
X =(CT)(T*s" (29)
X=cC'sT (30)

onde C'= CT e S''= (T S) descrevem a matriz X de forma tdo correta quanto as
verdadeiras matrizes C e S’ o fazem, entretanto C' e S'' ndo sdo as solucées
procuradas. O problema da ambiguidade rotacional pode fazer com que o nimero
de solucbes produzidas pelo método de resolucdo seja tdo grande quanto o nimero
de matrizes T possa existir. Em muitos casos isto pode representar um conjunto
infinito de solucdes, a menos que C e S sejam forcadas a obedecer a determinados
critérios, o que pode ser feito sob a forma de restricbes (GEMPERLINE, 2006).

A ambiguidade de intensidade faz com que os parametros do modelo sejam
resolvidos para uma escala de intensidade desconhecida, em que as matrizes C e S

estdo multiplicadas por um valor constante conforme a equacéo a seguir:

R R

1
Zﬁ— c(x, sT+ E) = Zc’r sT+ E (31)

=1 r=1

onde c¢' =( 1/a,)c e s' = a;s,. E possivel notar que a multiplicacio da matriz S por uma

constante é compensada pela divisdo da matriz K por esta mesma constante. Em
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termos praticos a ambiguidade de intensidade impede que possamos identificar a
intensidade real dos sinais puros de cada composto (GUTERRES, 2006).

2.4.4 Restricbes

Resultados quimicamente significativos, e ndo apenas matematicos, podem
ser alcancados através do uso de restricbes no célculo de otimizacdo dos perfis de
concentracéo e voltamogramas individuais, ou seja, procurar uma forma de adicionar
ao modelo as caracteristicas e propriedades de evolucdo do sistema eletroquimico.
Para tal, o método de otimizacdo dos minimos quadrados alternantes tem
apresentado 6timos resultados, baseando-se na implementacdo de restricbes ao
modelo que dependerdo da caracteristica do sistema quimico e do método analitico
utilizado (DE JUAN, 1997; BRO, 1997; ESTEBAN, 2000; JIANG, 2004; OZEKI, 2004;
CHEN, 2008; GUTERRES, 2006).

Uma restricdo é uma imposicdo na solucdo do modelo matemético. As
restricbes de calculo sdo extensivamente utilizadas com o objetivo de minimizar o
problema da ambiguidade de rotacao, possibilitando a solugdo de um método de
resolucao de curvas a um intervalo pequeno de solucdes possiveis (GEMPERLINE,
1999 apud GUTERRES, 2006; GARRIDO 2005, apud GUTERRES 2006). As
principais restricdes aplicadas aos métodos de resolucdo sdo a nao negatividade,

unimodalidade, “closure” e restricdo da forma do sinal.

2.4.4.1 Nao negatividade

A utilizacdo da restricdo de ndo negatividade leva o sistema a convergir para
uma resposta em que os valores dos sinais (correntes no caso da voltametria)
obtidos para os voltamogramas puros e das concentracbes assumam apenas
valores maiores que zero (TAULER, 1992; GUTERRES, 2006).
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2.4.4.2 Unimodalidade

A restricdo de unimodalidade admite a presenca de apenas um maximo para
o0 pico de cada perfil. No caso da voltametria, 0 conhecimento da forma caracteristica
de um voltamograma obtido por medidas realizadas a partir do ligante e do ion
metalico puros fornece um bom subsidio para a implementacdo desta restricao
(ESTEBAN, 2000; DIAZ-CRUZ; 2000).

2.4.4.3 "Closure"

Esta restricdo faz com que o sistema obedeca a um critério de balanco de
massas. Desta forma, a soma de todas as concentracfes de todas as espécies
envolvidas no equilibrio quimico é forgcada a ser igual a um valor constante
(GEMPERLINE, 2006).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacao

- Potenciémetro digital modelo 827 pHLab, Metrohm;

- Balancga analitica Sartorius com quatro casas decimais;

- Agitador magnético de bancada IML Labortechnik;

- Frascos plasticos de 13 mL com tampa;

- Frascos plasticos de 250 mL com tampa;

- Banho termostatico JULABO V3 (25 — 37°C);

- Bureta automatica Dosimat 665 com teclado para programacao;
- Célula para titulacdo potenciométrica;

- Micropipetas Digipet (10 — 100 pL);

- Micropipetas Digipet (100 - 1000uL);

- Polardgrafo processador Metrohm 746 VA Trace Analyser.

3.2 Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e a
agua empregada no preparo das solugdes foi purificada pelo sistema de Mili-Q, com
resistividade de 18,2 Q . cm.

3.3 Cuidados com a contaminacao

Em todas as etapas do trabalho foram utilizados apenas materiais plasticos

(polietilieno e polipropileno) para armazenar as solugbes a fim de evitar
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contaminagdo com chumbo e outros metais provenientes da composi¢éo do vidro.
Estes materiais, além da célula voltamétrica, foram armazenados em solucdes
alcoolicas de acido nitrico 10% em volume por dois dias antes do uso. Depois de
retirados desta solucéo, foram lavados com agua de Milli-Q em abundéancia, estando

prontos para o uso.

3.4 Potenciometria

3.4.1 TitulacBes Potenciométricas

As titulagbes e calibracbes para as medidas potenciométricas foram
realizadas em uma célula de parede dupla termostatizada (25,0 + 0,1°C), com
capacidade de 80 mL, com forca ibnica constante de 0,1 M de KCI e atmosfera inerte
obtida por um fluxo constante de gas nitrogénio (N;) (Figura 07). O sistema era
mantido fechado com uma tampa de teflon com quatro orificios, um para a colocacéo
do eletrodo combinado, um para o borbulhamento de nitrogénio, um para a adi¢cao
do titulante e o ultimo para a saida de nitrogénio. O sistema foi mantido sob agitacéo
magnética desaerando por 15 minutos antes e durante toda a titulacdo. A adicdo do
titulante (solugdo de KOH 0,0851 M) foi realizada com incrementos de 0,04 mL até
que o pH dentro da célula de titulacdo alcancasse um valor proximo a 11. As
titulacbes entre cada um dos dois ions metalicos e o ligante (glutationa) foram
efetuadas nas propor¢des 1:1 e 1:2. Além disto, foram feitas em triplicatas e a média

destes valores foi utilizada no céalculo das constantes.
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Figura 07 — Célula de titulagdo potenciométrica. (1) Entrada de agua; (2) Saida de

agua; (3) Nitrogénio gasoso; (4) Adicao do titulante; (5) Eletrodo combinado.

3.4.1.1 Padronizagéo da solucéo de KOH

As titulacdes foram realizadas adicionando-se ao ligante sozinho e na
presenca do metal uma solucdo de KOH de concentracdo préxima a 0,1 M
padronizada com biftalato de potassio.

A solucdo de hidroxido de potassio foi obtida a partir da diluicdo de uma
solugdo 50 % em massa desta base, que foi preparada com um dia de
antecedéncia, 0 que provocaria a precipitagdo de eventuais quantidades de
carbonato que pudessem se formar. Tomando-se 7,5 mL desta solucéo e diluindo-a
a 1 litro com agua previamente fervida, obteve-se a solucéo de concentracdo 0,1 M.

A partir disto esta foi padronizada com biftalato de potassio, que foi previamente
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seco em estufa a 110 °C por uma hora, utilizando fenolftaleina como indicador
(HARRIS, 2005).

3.4.1.2 Calibracéo do sistema potenciométrico

O sistema eletrodo e pHmetro foi calibrado antes de cada titulacdo utilizando
duas solucdes tampao Merck, uma com pH=4,00 e outra com pH=7,00. O método de
Gran foi usado para avaliar o grau de contaminacéo da solucdo de KOH empregada
como titulante.

A utilizacdo do método de Gran para avaliar a contaminacdo por CO,
consiste em uma titulacéo acido base em que sao registrados valores de pH antes e
apos o ponto final. Sendo V, 0 volume inicial de acido na célula de titulacéo e Vy, 0
volume de base adicionada, é possivel plotar, no eixo das ordenadas, Vo + V, **"
(utilizando —pH para regido acida e +pH para regido béasica) contra o volume da
base, no eixo das abscissas. Obtém-se, desta forma, duas linhas que interceptam o

eixo das abiscissas, cujos valores ndo devem diferir em mais de 2%.

3.4.1.3 Tratamento dos dados potenciométricos

A partir dos dados obtidos pelas titulacbes para o ligante sozinho e na
presenca dos fons metélicos Zn** e Cd?* separadamente, estes foram carregados no
programa Hyperquad, a partir do qual foi possivel refinar os valores das constantes
de estabilidade. O software HySS (pertencente ao mesmo pacote de programas) foi
empregado para construir as curvas de distribuicdo das espécies. O software HySS
pode ser aberto a partir do programa Hyperquad, incorporando todos os dados

obtidos no refino das constantes de estabilidade.
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3. 5 Voltametria

3.5.1 Ajuste dos parametros instrumentais

Voltamogramas de pulso diferencial (DP) foram obtidos com um polarografo
Metrohm 746 acoplado a um Stand 694, que possui um multieletrodo de mercurio
regular, utilizando um fio de platina como eletrodo auxiliar, sendo todos os potenciais
aplicados contra um eletrodo de referéncia Ag/AgCI/KCI 3 mol/L. Todas medidas
voltamétricas foram efetuadas em uma célula polarografica padréao (Figura 03)
utilizando o eletrodo no modo SMDE (eletrodo de mercurio de gota estatica). O
tempo de medida foi ajustado em 20 ms, o tempo de pulso 40 ms, a amplitude do
pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 6,67 mV/s. Mais alguns parametros
utilizados nas medidas estdo detalhados nos apéndices B e C. Os parametros aqui
utilizados foram escolhidos em funcdo de trabalhos anteriores em que foram
realizadas medidas voltamétricas de GSH na presenca de ions metalicos
(MENDIETA, 1996; DIAZ-CRUZ, 2000).

3.5.2 Procedimentos na obtencdo das medidas voltamétricas

Para obter um conjunto de voltamogramas para cada um dos dois pares
metal-ligante (glutationa-Zn®* e glutationa-Cd**) foram adicionados, inicialmente,
10 mL de solugcéao tampéao borato (pH=8,5) em KCI 0,1 M (eletrolito suporte) dentro
da célula de medida com auxilio de uma pipeta volumétrica. Antes do registro do
primeiro voltamograma a solucédo era desaerada sob agitagcdo mecanica com um

fluxo de nitrogénio gasoso durante 5 min. A primeira varredura era entéo realizada
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apenas com o tampdao e o eletrdlito suporte, a fim de obter a linha base. Em seguida
era adicionada uma solugdo padrao do metal de forma que sua concentracdo na
célula fosse 50 uM, obtendo assim um voltamograma s6 na presenca ion metalico. A
partir de entdo era iniciada uma titulacdo voltamétrica em que eram adicionadas
aliguotas do ligante, obtendo-se para cada adicdo um voltamograma. Cada uma
destas adicOes era feita de modo a aumentar, dentro da célula, a concentracdo do
ligante em um valor correspondente a 1/10 da concentracdo do ion metalico. Isto é,
em cada adicdo do ligante, sua concentracdo molar aumenta 5 uM enquanto a de
Zn** ou Cd*" permanecia constante. Para o sistema glutationa-Zn®* as varreduras
foram realizadas entre -900 e -1200 mV, enquanto para o sistema glutationa cadmio
entre -500 e -800 mV.

As medidas voltamétricas foram realizadas na temperatura do laboratério
(25 + 0,5°C), que foi mantida dentro desta faixa pelo uso de um aparelho de ar
condicionado.

3.5.3 Tratamento dos dados voltamétricos

Depois de obtidos os dois conjuntos de voltamogramas, os valores das
respectivas correntes de fundo foram subtraidas dos demais valores de corrente
registrados nos mesmos potenciais. Depois disto os dados foram submetidos a
técnica de resolucédo multivariada de curvas a fim de recuperar os voltamogramas e
perfis de concentracdo das espécies puras, além de calcular as constantes de

estabilidade, utilizando-se para isto o software R.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Escolha do sistema metal-ligante

A escolha do sistema para estudo baseou-se, primeiramente, em uma
premissa basica para a implementacdo da metodologia proposta: aminoacido e
metais devem ter uma afinidade tal que consigam formar complexos estaveis
capazes de dar uma resposta analitica na potenciometria e na voltametria. Para que
seja possivel fazer uma comparacdo entre métodos potenciométricos e métodos de
resolucdo de curvas multivariadas, é fundamental que possam ser medidos em uma
ampla faixa de proporcdes entre metal e ligante.

Dentro destes parametros, o tripeptideo L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, também
conhecido como glutationa reduzida (Figura 08), mostrou-se uma boa opcédo na
obtencdo de dados potenciométricos e voltamétricos. A escolha deste composto
baseou-se em dados de trabalhos que reportaram ser este uma espécie eletroativa
que fornece uma boa resposta analitica na voltametria (MENDIETA, 1996; DIAZ-
CRUZ, 1997; ESTEBAN, 2000; DIAZ-CRUZ, 2000; MLADENOV, 2004; ESTEBAN,
2006; FILHO, 2006; RICCI, 2006; FEROCI, 2007). Além disto, a glutationa tem
demonstrado uma consideravel capacidade de formar complexos com diferentes
cations metdlicos, principalmente com os de metais de transicdo (FILHO, 2006;
FERRETTI, 2007, LEVERRIER, 2007).

E importante destacar que nas medidas voltamétricas deve existir uma
linearidade entre a corrente e a concentracao do analito, condicdo que € comum a
boa parte dos ions metalicos, mas ndo a todas as substancias de natureza
peptidica. Pelo fato de algumas constantes de estabilidade de complexos
envolvendo a GSH e ions metalicos ja terem sido determinadas, tanto por MCR a
partir de medidas voltamétricas (MENDIETA, 1996; DAZ-CRUZ; 1998), como por
titulacbes potenciométricas (ORAM, 1996; ARMAS, 2001; EL-KOSASY, 2005 ), a
glutationa foi o ligante escolhido para o desenvolvimento deste trabalho, uma vez

que os dados constantes em trabalhos anteriores puderam servir como referéncia
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para o estudo dos dois métodos empregados na investigacdo de equilibrios

quimicos.

NH> 0
| I
HO .. . _NH. C -
e mzf% .Flf' CH™ “HH" lI!i“‘..:'[]'
I 0 | OH
0 CHy
Vs
HS
y-glutamil cisteinil glicina

Figura 08 — Formula estrutural da glutationa

A GSH desempenha funcdes fisiolégicas importantes, atuando em mecanismos
de transporte de membrana (BALLATORI, 2009), na protecdo contra danos
oxidativos (SIES, 1999; HULTBERG, 2004), na desintoxicacdo de metais pesados
(BELCASTRO, 2009), e como veiculo no transporte de metais e ions complexos
(FERRETTI, 2007). Por possuir em sua estrutura um grupo tiol, a glutationa possui
uma consideravel afinidade por ions metalicos e, sendo ela uma molécula de
relevada importancia nos organismos vivos, torna-se importante o estudo destas
interacbes (BERTHON, 19995; FILHO, 2006; LEVERRIER, 2007).

A investigacdo de um complexo entre um ligante e um metal consiste na
determinacdo das suas constantes de estabilidade (ou de formacao) a partir das
quais € possivel propor um modelo para os varios equilibrios que podem ocorrer, as
estequiometrias destes complexos (ML, ML,, M,L,, MHL, etc., por exemplo) e a
curva de distribuicdo das espécies ou perfis de concentracdo, o que deve ser
realizado sob condi¢des experimentais bem conhecidas como pH, temperatura, for¢a
ibnica, tipo de eletrodo, etc. As constantes de formacao servem como um parametro
eficaz na expressédo da afinidade de um ligante por um ion metalico em solucao,
dando uma indicag&o quantitativa do sucesso ou falha na proposi¢cdo de um modelo
(MARTELL, 1992).
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Apés a escolha de um ligante adequado, partiu-se para a escolha dos ions
metalicos que poderiam formar complexos estaveis com a GSH, sobretudo com a
possibilidade de apresentarem variacbes nas medidas conforme variam as
propor¢cdes das concentracbes entre ambos. Estas variacdes nas medidas
correspondem, na voltametria, a mudancas no potencial de reducéo no eletrodo de
mercurio e na potenciometria a mudancas nos perfis de pH obtidos através das
curvas de titulacao.

Via de regra os elementos metalicos na forma de seus respectivos sais ou
oxidos (compostos inorganicos) ndo sao a melhor fonte de biodisponibilidade destes
elementos. Uma forma biodisponivel de ions metalicos sdo seus complexos,
formados da interacdo entre o ion metalico e seu respectivo ligante que constitui
uma molécula organica.

Zinco (Zn*") e cadmio (Cd?"), cétions cujos sinais voltamétricos sdo de
simples obtencdo, apresentam uma boa relagdo linear entre a corrente e a
concentracdo (apéndices D e E), se mostrarando satisfatérios para a obtencédo das
medidas voltamétricas. Além disto, existem na literatura trabalhos que reportam
estudos de complexos formados entre estes metais e glutationa, tanto por dados
obtidos na voltametria (MENDIETA, 1996; DIAZ-CRUZ, 2000; ESTEBAN 2006),
como por potenciometria (CORRIE, 1976; FERRETTI, 2007).

O zinco é considerado um elemento essencial, atuando em sistemas
enzimaticos importantes de animais e plantas. Uma pessoa adulta contém cerca de
2 g desse metal. Entre as enzimas que dele dependem estéo a anidrase carboénica,
presente nas células vermelhas, que participa do processo de respiracdo; a
carboxipeptidase, que atua no processo de digestédo; a fosfatase alcalina, que atua
em processos de liberagdo de energia; desidrogenases e aldolases, que tomam
parte do metabolismo de glicideos e a alcool desidrogenase que atua no
metabolismo do &lcool (LEE, 2003). HA dados que comprovam que o Zn?* pode
atuar como cofator de, no minimo, 34 enzimas que catalisam reacbes de grande
importancia metabdlica (DIAZ-CRUZ, 1998). O estudo da interacdo entre zinco e
glutationa € importante, uma vez que este peptideo tem demonstrado estar
envolvido no transporte e estoques de Zn?' intracelular e, juntamente com a

histidina, atuar na sua homeostase (KREZEL, 2003). Além disto, Gelinsk e
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colaboradores (2003) reportaram que complexos entre glutationa e Zn* podem
servir como blocos de constru¢do na sintese de pequenos peptideos.

O cadmio, diferentemente do zinco, destaca-se biologicamente pela sua
toxicidade. Ele acumula-se nos rins, alterando seu funcionamento, além de poder
substituir o zinco em certas proteinas (DIAZ-CRUZ, 1997; ANTUNES; 2002),
tornando-as inativas (LEE, 2003). E um elemento de destacada importancia
industrial, sendo empregado na protecdo do aco contra corrosdao, em pilhas e
baterias comerciais e como pigmento em tintas (LEE, 2003).

Dentre os muitos ligantes que ocorrem dentro das células, os ions cadmio
podem ligar-se a glutationa, a qual estd presente em concentracfes da ordem de
mmol/L no citosol. Isto poderia diminuir a quantidade de Cd* livre e,
consequentemente, sua toxicidade (HUGHES, 1991; TWISS, 2001), o que
caracteriza a importancia do estudo da interacdo GSH-Cd?* na elucidacdo destes
mecanismos.

Ambos os metais, zinco e caddmio, pertencem ao mesmo grupo da tabela
periodica e apresentam facilidade de formar complexos com ligantes que tenham
oxigénio, nitrogénio e enxofre em suas estruturas (FERRETTI, 2007; LEVERRIER,
2007). Sabendo-se que ligantes desta natureza estdo classificados como bases
moles e intermediarias e os fons Cd* e Zn?* classificados como &cidos moles e
intermediarios, é possivel enquadrar dentro da teoria de acidos e bases duros e

moles a afinidade entre estas espécies.

4.2 TitulagBes potenciométricas

A partir das titulagOes realizadas neste trabalho, os perfis de pH puderam ser
obtidos através da adicdo de volumes conhecidos de uma solucdo de KOH
previamente padronizada, tornando possivel uma avaliagcdo da intensidade da
interacdo metal ligante e determinar suas constantes de estabilidade.

A ocupacao de sitios de coordenacao no ligante pelo cation metéalico envolve
a saida de ions hidrogénio do ligante (desprotonacdo). Assim, de acordo com a
afinidade que ligante e metal tem para formar cada espécie, o ligante vai sendo
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desprotonado com maior ou menor intensidade, o que pode ser monitorado através

da medida do pH. Este fendbmeno pode ser representado pela equagao:

Hol + M 2= MH(nl + XH (32)

onde X representa o numero de ions hidrogénios desalojados em funcdo da

coordenacao com o metal.

4.2.1 Produto iénico da agua

O produto i6nico da dgua é um parametro importante a ser considerado, pois
trata-se de uma constante que depende do sistema utilizado e, como tal, deve ser
determinado para as condi¢cbes experimentais em que serdo realizadas as varias
determinacdes potenciométricas (BERTAGNOLLI, 2008).

A importancia do produto i6nico da agua reside no fato de que seu valor
pode ser considerado como constante ndo s6 em agua pura como também em
solugbes aquosas diluidas, tais como as encontradas comumente em analise
qualitativa inorganica. Isso significa, por exemplo, que se um acido for dissolvido em
agua (o qual, em dissociagao, produz ions hidrogénio), a concentracdo dos ions

hidrogénio pode aumentar a custa, unicamente, da concentracdo dos ions hidroxila.

A determinacdo do produto ibnico da &4gua baseou-se na titulacdo de um
acido fraco com uma base forte no meio idnico considerado. Sendo conhecidas as
constantes de protonag&o do acido, o produto ibnico da agua pode ser determinado
usando um programa computacional adequado para a titulagdo potenciométrica. O
programa Hyperquad mostrou-se eficaz para o calculo do produto idnico da agua
neste trabalho. O valor de Kw assim determinado serve também como um teste de

qualidade do sistema de medidas. Com o0 uso dos dados da titulagdo



57

potenciométrica de solucbes de &cido acético com a solucdo de KOH, o pKw foi
refinado encontrando-se o valor -13,87.

4.2.2 Determinacgédo das constantes de protonacédo do ligante

Antes de realizar as titulacfes do ligante na presenca dos ions metalicos, é
importante determinar as constantes de protonagdo do ligante, pois, como ja
mencionado, este fato estd diretamente ligado a disponibilidade de sitios para
coordenacdo do metal. A curva de titulacdo obtida entre a glutationa e solucéo

padrao de hidroxido de potassio € mostrada na figura 09.

12 4

10 -

O T T T T T T T 1
0] 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

mmol de KOH

Figura 09 - Curva de titulagdo de 10 mmol de glutationa com KOH 0,0851 M,
T= 25°C e forga idnica 0,1 M de KCI

A glutationa comporta-se, em geral, com um ligante do tipo HsL, ou seja,
possui trés sitios de ligacdo, cada um com diferentes constantes de protonacao.
Dois destes sitios correspondem aos grupos carboxila e um, bem menos acido,
correspondente ao grupo tiol (-SH) (GELINSKY, 2003; LEVERRIER, 2007).
FERRETTI et al. (2007), a partir de medidas obtidas por espectroscopia de
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ressonancia magnética nuclear, propuseram um modelo do tipo HyL® para este
ligante, considerando a protonagao do seu grupo amino do terminal y-glutamil.

O conhecimento da estrutura quimica do ligante € fundamental, pois disto
depende o sucesso do modelo proposto, tanto para os calculos das constantes de
protonagdo, quanto para as constantes de estabilidade. Um modelo onde a
glutationa fosse considerado como um ligante com apenas um hidrogénio ionizavel
(LH), provavelmente levaria a resultados distantes dos verdadeiros. Os resultados

obtidos para os valores das constantes de protonacgéo estéo dispostos na tabela 02.

Tabela 02 - Constantes de protonacao da glutationa.

Espécie log B log B*
HL 9,77 9,47
HoL 18,51 18,18
HslL 21,85 21,74

B — valor calculado neste trabalho, T= 25°C e for¢a idnica 0,1 M de KCI.
3* — valor de referéncia (FERRETTI, 2007)

Os valores mostrados na tabela 02 referem-se aos logaritmos decimais das
constantes de estabilidade cumulativas, isto €, log Bi1 corresponde a primeira
constante de protonacdo (log K;). Assim, o valor log B»; corresponde a soma dos
logaritmos da primeira e segunda constantes de protonacédo (log K; + log K>) e log
B31 corresponde a soma das trés constantes parciais (log K; + log K; + log Kj),

conforme demonstram as equacdes a seguir:

H+L &— HL log Ky = log P11 (33)

2H+L «—— H,L log B21 = logK; + log K (34)

3H+L «—= HsL log Bs1 = logK; + log K, + log K3 (35)
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A partir destas relacdes entre as constantes, pode-se obter os valores de
cada uma das constantes parciais de protonacédo, sendo log K;=9,77; log K,= 8,75 e
log Ks= 3,34. Uma descricdo mais detalhada da relacdo matematica que envolve as
constantes e de como podem ser designadas estd descrita no apéndice A. Apos o
refino das constantes, é possivel, a partir do modelo proposto para o sistema em

equilibrio, construir o diagrama de distribuicdo das espécies.

GSH
104

% formation relative to L

pH

Figura 10 - Diagrama de distribuicdo das espécies da glutationa na auséncia dos
cations metalicos obtidos com uso do software HySS. As fracbes de cada espécie

correspondem a porcentagem da fragdo total de ligante (L).

O diagrama de distribuicdo das espécies mostra a quantidade relativa de
cada espécie em funcdo da variacdo do pH. Na figura 10 € possivel observar no
inicio da titulacdo, além da presenca da espécie HsL, uma fracdo consideravel da
espécie H,L, formada pela primeira ionizacdo da glutationa. A medida que o pH
aumenta, pelas as adi¢cdes de KOH, a fracdo de H,L na célula aumenta em funcao
da continua retirada do proton da espécie HsL. Seguindo com a adicdo da base,
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proximo ao valor de pH=7, comecam a se formar as primeiras quantidades da
espécie HL simultaneamente a diminuicdo da fragdo de H,L, e préximo a pH=9

comecam a se formar as primeiras fracdes do ligante totalmente desprotonado (L).

4.2.3 Titulagédo potenciométrica do sistema GSH-Zn

As titulacbes envolvendo o sistema GSH-Zn foram realizadas nas
propor¢cdes metal-ligante de 1:1 e 1:2, utilizando uma solugdo padronizada de
hidroxido de potassio como titulante. As curvas obtidas estdo apresentadas na

figura 11.

10 A

(1)

(2)
(3)

pH
(=]

0] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

mmol de KOH

Figura 11- Curvas de titulagdo da GSH na presenca do ion Zn?*. Curva (1): 10 mmol
de GSH; curva (2): 10 mmol de GSH + 5 mmol de zZn?*; curva (3): 10 mmol de
GSH + 10 mmol de Zn?*. T=25°C e forca idnica 0,1 M de KClI.

A partir da analise da figura 11, é possivel observar duas curvas distintas
para o0 mesmo sistema metal-ligante. O que as diferencia é a propor¢do em que sao
titulados dentro da célula potenciométrica, sendo a curva (2) relativa a propor¢cao
metal-ligante 1:2 e a curva (3) a propor¢cdo 1:1. Em (3) o sistema foi titulado
proporcionalmente com o dobro da quantidade de metal, se comparado a (2), isto
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significa que, havendo maiores fracdes de Zn** para mesma quantidade do ligante,
mais protons sdo desalojados e, consequentemente, serdo necessarias maiores
qguantidades do titulante para neutraliza-los. Os valores encontrados para as
constantes de estabilidade das espécies formadas entre zinco e glutationa estéo

mostrados na tabela 03.

Tabela 03 - Constantes de estabilidade do sistema GSH-Zn titulado nas propor¢cdes
1l:1el:2.

Espécie log B log B*
MHL 16,46** 14,21
ML 12,06** 7,94
MH,L, 32,84*** 29,03
MHL» 26,50*** 21,72
ML, 19,87*** 12, 39

B — valor calculado neste trabalho, T= 25°C e for¢a idnica 0,1 M de KCI.
3* — valor de referéncia (FERRETTI, 2007)
** — valor calculado com titulagdo GSH-Zn 1:1

*** _ valor calculado com titulagdo GSH-Zn 2:1

O diagrama de distribuicdo das espécies da figura 12 mostra que a
complexacéo do fon Zn* comeca a ocorrer a partir de valores de pH proximos a 4
em ambas as titulagbes. A partir deste valor de pH o ligante encontra-se
predominantemente sob a forma LH; (Figura 12), o que sugere que uma interacao
entre 0 metal e a GSH desalojaria um segundo préton, provavelmente do outro
grupo carbonila, para se coordenar ao ligante formando as espécies MHL com
log B=16,46 e MH,L, com log =32,84.

Juntamente com a formacdo da espécie MHL, forma-se a espécie ML
(Figura 12) com log B= 12,06, ocorrendo, provavelmente, uma coordenacao
adicional do ion zinco pelo terminal SH desprotonado (ion tiolato) da fracéo cisteinil
da glutationa ou pelo terminal amino da fracdo glutamil (DIAZ-CRUZ, 2000;
FERRETTI, 2007). As espécies MHL, e ML, comecam a se formar a partir de
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valores de pH superiores a 5, com valores de log B iguais a 26,50 e 19,87,

respectivamente, havendo também uma coordenagdo do ion zinco pelos terminais

SH desprotonados ou pelos grupos amino.

M +HsL —— MHL +2H log B111- 16,46 (36)
M + 2HsL F—— MH,L, +4H |Og [3122: 32,84 (37)
M+HsL &—— ML +3H log B101= 32,84 (38)
M + 2HsL === MHL, + 5H log Bi1o= 26,50 (39)
M + 2HsL F— ML, + 6H |Og [.))102: 19,87 (40)
100 GSH-Zn (1:1) 100 = GSH-Zn (Z:1) /
Zn J Zn
ZnL
a0 0 - Znly
1 3
2 2 ZnL;Hy
= 60 2 g
L =
s s
g | -
5 5
# #
ZnlH
20 207 ZnLH
- ! ' 0- T T T T T
4 8 4 5 6 7 8
pH

Figura 12 - Diagramas de distribuicéo

zinco titulados na proporgéo 1:1 e 1:2

das espécies formadas entre glutationa e

obtidos com o uso do software HySS. As

fracOes de cada espécie correspondem a porcentagem da fracéo total de metal.
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4.2.4 Titulagdo potenciométrica do sistema GSH-Cd

Tal como no sistema GSH-Zn, as titulacdes foram realizadas nas proporcées
GSH-Cd 1:1 e 1:2, utilizando uma solugéao padrao de KOH como titulante. As curvas

obtidas estao apresentadas na figura 13.

10 A 1)

(3)

pH
(=]

0] 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

mmol de KOH

Figura 13 — Curvas de titulacdo da GSH na presenca do fon Cd®*. Curva (1): 10
mmol de GSH; curva (2): 10 mmol de GSH + 5 mmol de Cd**; curva (3): 10 mmol de
GSH + 10 mmol de Cd?*. T=25°C e forga idnica 0,1 M de KCI.

Durante a titulagdo na proporgcédo 1:1 houve turvacdo da solucédo dentro da
célula a partir de pH préoximo a 7,0, cuja provavel causa pode ser explica pela
formacdo de Cd(OH),. A introdugdo desta espécie no modelo de equilibrio no
programa Hyperquad foi satisfatoria, contribuindo para o melhor ajuste possivel entre
as curvas experimental e tedrica. Os valores encontrados para 0os modelos
propostos nas titulagdes realizadas nas duas proporcdes sdo mostrados na tabela
04.



64

Tabela 04 — Constantes de estabilidade do sistema GSH-Cd titulado nas propor¢des
1l:1el:2.

Espécie log B log B*
MHL 15,96** 15,7
MHL 15,61*** 15,7
ML 7,91%* 8,5

MH_, -14,31** -20,34
MH,L, 30,56*** 30,0
MHL» 22,11%** 22,1

B — valor calculado neste trabalho, T= 25°C e for¢a ibnica 0,1 M de KCI.
* — valor de referéncia (LEVERRIER, 2007)
** —valor calculado com titulagdo GSH-Cd 1:1

*** _ yalor calculado com titulagdo GSH-Cd 2:1

A partir dos dados obtidos da titulacdo realizada na propor¢gédo GSH-Cd 1:1
foi possivel ajustar o modelo prevendo a formacdo dos complexos MHL, com
log B=15,96 e ML, com log $=7,91. O hidréxido de cadmio, representado por MH_,
também foi incluido no modelo e teve sua constante de formacao refinada junto as
dos demais complexos, obtendo-se o valor de log B= -14,31. As curvas de
distribuicdo das espécies mostram que antes de pH=4 h& a formacdo do complexo
MHL (Figura 14), faixa na qual a glutationa encontra-se predominantemente sob a
forma LH, (Figura 10), o que é um bom indicativo da capacidade do cadmio de
desalojar 2 hidrogénios da glutationa para formar o complexo (LEVERRIER, 2007). A
partir do pH proximo a 6,5 forma-se a espécie ML, coincidindo com a faixa de pH em
gue a glutationa encontra-se predominantemente sob a forma HL juntamente com
pequenas fracdes de L. As espécies previstas no modelo ajustado com os dados da
titulacdo GSH-Cd 1:1 estdo diretamente relacionadas com a propor¢ao entre o
ligante e metal dentro da célula, pois a estequiometria dos trés complexos neste
modelo também sao, igualmente, de uma molécula do ligante para um ion metélico
(MENDIETA, 1996).

As equacdes que designam os log B das espécies MHL, ML e MH_., sao

mostradas a sequir.
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Pela habilidade do cadmio em formar complexos a valores de pH baixos, &
possivel que, na titulacdo 1:1, a quantidade de ligante livre na solucéo a partir de pH
préximo a 6,4 seja pequena em relacdo ao metal. Havendo pouco ligante disponivel
para complexar o Cd** e com o continuo aumento do pH, a hidroxila encontraria,
desta forma, fracbes do metal livres capazes de formar o Cd(OH),. Ja na titulacdo na
proporcdo GHS-Cd 2:1 ndo hé& turvacdo da solucdo, pois a proporcao de ligante
presente € o dobro, o que garante uma fracdo do ligante livre para complexar o
metal mesmo a valores de pH mais altos.

Conhecendo o produto de solubilidade (Kps) do hidroxido de cadmio, cujo
valor é 4,5 x 10™%° (pKps=14,35), é possivel informar este dado ao software HySS e
obter, junto aos perfis dos complexos, o perfil das fragdes do produto insoluvel
formado durante a titulacdo potenciométrica (Figura 14, GSH-Cd 1:1)

A inclusdo da espécie MHL também foi importante para a obtencdo do
melhor ajuste entre as curvas quando a curva experimental foi obtida a partir da
titulacdo entre glutationa e cadmio na proporcéo 2:1. Tal como na titulacdo 1:1, esta
espécie comeca a se formar em valores de pH abaixo de 4 e sé a partir do pH

proximo a 5 comecam a se formar as espécies MH,L, e MHL.

M+HsL &—= MHL +2H log B111 15,96 (41)
M+ HiL +—=2 ML+3H log B101= 7,91 (42)
M+ 2H, +==—= MH,, log Bio2= -14,31 (43)
M+ 2HsL &—2 MH,L, +4H log B122= 30, 56 (44)

M + 2HsL #&=—2 MHL, +5H log Buio= 22,11 (45)
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GSHLed{1:1) 100 GSH-Cd (2:1)

% formation relative to Cd
1

4 6 8 10
pH

Figura 14 — Diagramas de distribuicdo das espécies formadas entre glutationa e
cadmio titulados na propor¢édo 1:1 e 1:2 obtidos com o uso do software HySS. As

fracOes de cada espécie correspondem a porcentagem da fracao total de metal.

4.2.5 Sigma (o)

O sigma é uma medida da qualidade do ajuste do modelo, e pode ser
definido pela equagéao

(46)

em que m é numero de pontos de dados e n é niumero de parametros. Quando 0s
ponderadores (W) sdo corretamente designados, o tem um valor préximo a 1. Como

0 sigma é uma estatistica simples, ele muito pouco pode dizer a respeito dos varios
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equilibrios que podem coexistir em solugéo e sua grande utilidade se deu em tempos
em que a computacao ndo permitia o ajuste gréafico da curva em detalhes.

Uma das grandes funcionalidades agregadas ao programa Hyperquad é
possibilidade do ajuste grafico entre a curva tedrica e experimental. Desta forma, é
possivel adicionar ou retirar espécies do modelo, alterar os valores de log B,
descartar pontos da curva de titulagdo ao mesmo tempo em que € possivel buscar

visualmente o melhor ajuste entre as duas curvas.

Tabela 05 — Valores de sigma (o) obtidos durante o refino das constantes de

estabilidade.
Sistema Proporcao ligante-metal Valor de sigma (o)
Glutationa 0,1730
Glutationa — zinco 1:1 0,2179
Glutationa — zinco 2:1 0,3734
Glutationa — cadmio 1:1 8,6273
Glutationa — cadmio 2:1 0,4562

4.2.6 Residuos

Um bom parametro para estimar a qualidade do ajuste dos modelos de
equilibrio propostos é o plot dos residuos, que mostra de uma forma bastante clara
as diferencas entre o pH observado (curva experimental) e o pH calculado (curva
tedrica) para cada ponto (ESCODA, 1999).

O ajuste dos minimos quadrados tem por objetivo encontrar o menor valor
da soma ponderada dos quadrados dos residuos. Existe uma relagcédo entre residuos
e erro experimental, mas ambos se referem a aspectos de natureza distinta. No
programa Hyperquad, o diagrama dos residuos € mostrado na mesma janela em que
€ realizado o ajuste das curvas. Estas estdo apresentadas como figuras nos

apéndices G, H, I, J e K.
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4.2.7 Parametros de risco (dangerous parameters)

Além do refino das constantes, buscando o menor residuo entre as curvas
experimental e tedrica, o programa Hyperquad oferece a possibilidade de refinar
outros parametros, aos quais ele se refere como dangerous parameters ou
parametros de risco. Estes parametros séo valores que devem ser conhecidos antes
da realizacdo do experimento, como a concentracdo do titulante, as concentracdes
totais do ligante, do metal e de H'. Tais valores devem ser configurados como
constantes durante toda a operacdo de calculo e s6 devem ser refinados em
situacdes muito especificas e desde que o valor refinado ndo se desvie muito do
valor original, caso contrario a confiabilidade dos resultados pode ser afetada.

O refino destes parametros constitui-se também em um bom indicativo da
qualidade do ajuste do modelo de equilibrio das espécies em solucdo. Depois de
realizados todos os refinamentos e calculadas as constantes, estes parametros
podem ser refinados e, ndo apresentando grandes desvios do valor original, podem
dar um indicativo da auséncia de erros sistematicos (CANEPARI, 1997).

Neste trabalho, estes paradmetros foram refinados apds o calculo das
constantes e a diferenca entre os valores originais e os valores refinados situaram-
se em uma faixa muito proxima a 2%, podendo-se, desta forma, considerar os

desvios dentro da faixa de erro experimental (CANEPARI, 1997).

4.3 Comportamento voltamétrico das espécies

Medidas voltamétricas obtidas por pulso diferencial tém sido utilizadas para o
estudo de complexos sob variadas condi¢cdes, dada a possibilidade de obter
informacdo quantitativa facil e confiavel (MENDIETA, 1996; DIAZ-CRUZ, 1997;
ESTEBAN, 2000; BRONW, 2009). Para que isto seja possivel, € necessario haver
uma mudanca no potencial de meia onda de uma das espécies investigadas, isto €&,
o potencial do ion metélico deve ser alterado pela adicdo de pequenas quantidades
do ligante e/ou o potencial do ligante alterado pela adicdo de pequenas quantidades
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do ion metélico. Este deslocamento de potencial ocorre com maior intensidade
guando sdo comparados voltamogramas do metal sozinho e do metal na presenca
de um ligante.

Os dados obtidos consistem, basicamente, em uma série de curvas de
potenciais versus corrente que se sobrepdem e, quando analisados de forma bruta,
mostram pouca informacdo a respeito do equilibrio que se estabelece entre as
espécies. A obtencdo de informacéo util pode ser alcancada submetendo-se os
dados a um tratamento matematico adequado. No caso deste trabalho, a abordagem
matematica utilizada foi resolucdo multivariada de curvas.

A linearidade do sinal com relacdo a concentracdo das espécies é também
uma caracteristica que se deve esperar do sistema em estudo. Isto significa que o
sinal da amostra deve ser a soma das contribui¢cdes de correntes individuais de cada
espécie. Tal caracteristica € comum a dados obtidos por métodos espectroscépicos
(desde que estejam dentro da regido de aderéncia a Lei de Beer) por exemplo, mas
nao necessariamente as medidas voltamétrica, devido ao fendmeno interfacial que
as envolve. A combinacdo do fenbmeno de transporte de espécies de diferentes
mobilidades com um processo de eletrodo de natureza diferente (reversiveis ou
quase reversiveis, por exemplo) ndo asseguram, em principio, esta condicdo
(BROWN, 2009).

Quando o metal é coordenado por um ligante, estabelecendo o equilibrio
entre duas espécies do tipo mM + nL & MulL, , 0 complexo formado pode ser
eletroquimicamente inerte ou labil (DIAZ-CRUZ, 2000; ESTEBAN, 2003).

Os complexos inertes ndo sofrem uma dissociacdo significativa durante o
intervalo de tempo em que é medido o valor da corrente. Em decorréncia disto,
desde que o metal e seus complexos possam difundir independentemente em
direcdo ao eletrodo, € possivel assumir uma contribuigdo individual e linear das
espécies para cada medida. No entanto se a cinética que envolve a formacao de um
complexo é muito rapida ele sera labil e qualquer variagcdo na concentragdo nas
proximidades do eletrodo sera imediatamente suprida (ROSE, 1964; KAPOOR,
1991; MENDIETA, 1999; ESTEBAN, 2006; GEMPERLINE, 2006; BRONW, 2009).

Os resultados das medidas realizadas neste trabalho mostram que os
compostos tem um comportamento mais préximo ao dos complexos inertes, pois 0s

picos de reducdo dos metais foram significativamente deslocados em dire¢cdo a
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potenciais mais negativos a medida em que novas aliquotas do ligante eram

adicionadas.

4.3.1 Escolha das concentracdes relativas nas medidas voltamétricas

As concentracdes dos analitos usadas nas medidas voltamétricas foram
escolhidas segundo dois critérios.

O primeiro deles relaciona-se com a saturacéo do eletrodo. O principio basico
da voltametria consiste em monitorar a corrente com uma mudanca linear do
potencial aplicado (varredura). Quando alcancado o potencial de reducdo ou
oxidacdo de uma espécie, a corrente flui através do eletrodo de trabalho, que no
voltamograma pode ser visualizada como o surgimento de um pico (ou de uma onda
senoidal), o qual deve ter sua altura proporcional a concentracdo do analito. No
entanto, a altura do pico (valor da corrente) ndo cresce indefinidamente com o
aumento da concentracdo, ha um valor limite no qual ocorre uma saturacdo do
eletrodo, ndo existindo mais a linearidade entre corrente e sinal. A partir de dados
obtidos na literatura, considerou-se como adequada uma faixa situada entre 1 e
100 uM dentro da célula voltamétrica tanto para o ligante quanto para o ion metélico
(MENDIETA, 1996; DIAZ-CRUZ, 1997; DIAZ CRUZ, 2000; MLADENOV, 2004;
FEROCI, 2007). Desta forma estariamos trabalhando acima do limite de detec¢éo do
meétodo e mantendo-se distante de uma eventual saturacao na superficie da gota de
mercurio.

O segundo critério levou em conta a possibilidade da obtencdo de varios
voltamogramas para 0 mesmo sistema, obtidos por uma ampla faixa de proporc¢des

entre o metal e o ligante.
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4.4 Resolucao multivariada de curvas no estudo dos complexos

A resolucdo multivariada de curvas compreende um conjunto de técnicas
matematicas que visam descrever as contribuicdes individuais dos componentes em
um conjunto de dados cujos sinais ou medidas estdo sobrepostos. Estas técnicas
matematicas podem variar de acordo com as caracteristicas do sistema em estudo.
Sistemas em que as espécies quimicas sdo independentes ndo recebem
exatamente 0 mesmo tratamento matematico daqueles em que se estabelece um

equilibrio quimico.

Este trabalho desenvolveu-se seguindo quatro operacdes descritas em MCR-
ALS:

a. obtencao da matriz de dados experimentais;
b. estimativa inicial do nimero de componentes;
c. formulag&o de uma estimativa inicial da matriz de concentragdes;

d. otimizacdo pelos minimos quadrados alternantes (TAULER, 1993a;
MENDIEATA, 1996; DIAZ-CRUZ, 1997; ESTEBAN, 2000; OZEKI, 2004; LEITAO,
2007; GUTERRES, 2006).

4.4.1. Obtencao da matriz de dados experimentais

Para execucdo do MCR-ALS foram realizadas 30 titulacbes voltamétricas
adicionando aliquotas de GSH sobre uma solugéo contendo o cation metalico a fim
obter diferentes proporgdes entre metal e ligante, originando um conjunto de dados
multivariado. Os dados foram dispostos em uma matriz de dados em que as
correntes (I) foram colocadas em colunas cuja quantidade deveria corresponder ao
namero de proporcdes metal/ligante analisadas. A figura 15 exemplifica como deve

ficar esta matriz.
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Ainda nesta etapa é interessante subtrair o valor da corrente obtida apenas
com o eletrdlito suporte dos demais valores de corrente nos mesmos potenciais em
que a varredura foi feita na presenca das espécies em estudo. Esta subtracdo da
corrente de fundo assume que a capacitancia da dupla camada nédo deve mudar de

forma significativa na presencga dos compostos de interesse (ESTEBAN, 2003).

Uu(mv) -300 -302 -304 -306 -308 -310 -312

[MJ/[L] (0) I(nA) 4,49 465 478 496 517 543 573
[MJ[L] (0,0625) 1 (nA) 596 634 668 704 744 7,88 835

[MJ/[L] (0,125) I(nA) 801 848 892 939 988 104 1,09

Figura 15 — Exemplo de arranjo de dados voltamétricos para MCR-ALS. Cada linha

corresponde a valores de corrente obtidos para diferentes proporcdes metal-ligante.

4.4.2. Estimativa inicial do nimero de componentes

Por meio da decomposi¢cdo em valores singulares (SVD), pode-se estimar o
namero de componentes através do posto da matriz, que corresponde ao niamero de
colunas linearmente independentes. A partir do grafico dos valores singulares mais
significativos associados as variacbes na matriz de dados inicial, pode ser feita uma
avaliagdo visual simples e os maiores valores singulares correspondem a estimativa
do numero de componentes, pois se considera que eles estdo associados as
maiores fontes de variagdo nos dados.

Tratando-se de medidas voltamétricas, os dados sao interpretados como
diferentes centros eletroativos oxidados ou reduzidos durante a aplicacdo dos
potenciais (varredura) (ESTEBAN, 2000). N&do havendo contribuicbes importantes
derivadas da linha de base ou presenca de interferentes, cada valor singular pode
estar relacionado a uma espécie quimica diferente (TAULER, 1993a; DIAZ-CRUZ,
2000; CHEN, 2008; GUTERRES, 2006).
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4.4.3. Otimizagdo pelos minimos quadrados alternantes

Durante a analise com MCR, frequentemente, os elementos das matrizes C
e S ndo sao conhecidos e precisam ser calculados usando apenas a informacao
disponivel na matriz X, correspondente aos valores de corrente obtidos
experimentalmente. As estimativas para os parametros do modelo da equacao (18)
podem ser feitas por varios métodos da Resolucdo Multivariada de Curvas sendo

que um dos mais importantes e versateis é
Alternantes — ALS.

0 método dos Minimos Quadrados

O método ALS é um problema de otimizacdo, em que estimativas das
matrizes C e S sdo calculadas através dos método dos minimos quadrados de

acordo com a seguinte sequéncia:

. Faga um estimativa inicial para C, entao:
. Calcule: C=XS(S's)?

. Calcule: S™=(C'C)*'C™X

. Calcule 0 modelo: X = CS'

. Calcule o residuo: R=X-X

. Calcule a soma quadrética dos residuos: SQR = ZZ i

i=1j=
. Se SQR > ¢, repita os calculos a partir do passo 2.

N o o~ WwN P

Com o meétodo ALS, tanto os voltamogramas quanto os perfis de
concentracdo dos compostos puros presentes em equilibrio podem ser obtidos
usando apenas medidas feitas no sistema sob investigacdo, sem que se tenha
qualquer outro tipo de informacdo. Devido a esta caracteristica este método de
modelagem empirica é classificado como “soft method”. Apesar disto, se ha algum
outro tipo de informacdo conhecida sobre as caracteristicas dos parametros do
modelo, esta pode ser inserida dentro do procedimento de calculo do ALS na forma
de uma restricao, que faz com que os elementos conhecidos sejam calculados de



74

acordo com critérios previamente definidos. As restricdes mais usadas nos ‘soft

methods” estdo descritas no item 2.4.4.

4.4.4 Escolha do software adequado

Héa varios programas computacionais de analise numérica que possibilitam
resolver sinais de natureza multivariada como os obtidos neste trabalho. Estes
possuem fun¢des matematicas que sao ativadas via linha de comando, permitindo o
desenvolvimento de algoritmos, criacdo de graficos em duas e trés dimensoes,
programacao, criagao de “toolboxes”, rotinas, etc (JAUMOT, 2005; JALALI-HERAVI,
2010; JAUMOT, 2010). Suas funcionalidades tém sido constantemente
aperfeicoadas por seus desenvolvedores, permitindo que tarefas como otimizacoes
matematicas, controle de sistemas e simulacdes possam ser realizadas com grande
eficiéncia. Um dos softwares mais conhecidos nesta area é o MATLAB, porém
apresenta um alto custo e, por vezes, torna-se inacessivel por questdes de limitacao
financeira.

Uma alternativa a questao de programas computacionais de alto custo tem
sido a utilizacado de software de distribuicdo gratuita, a partir dos quais se podem
alcancar resultados tdo confiaveis quanto aqueles obtidos por softwares pagos.
Entre os mais conhecidos estdo o SCILAB, "R" e OCTAVE. Neste trabalho foi
utilizado inicialmente o SCILAB e em seguida o R, optando-se pelo uso deste ultimo
por ser um programa mais estavel, executar as tarefas de forma mais rapida e
dindmica e por possuir um alto poder de programacao. A estabilidade do programa é
uma caracteristica importante, uma vez que matrizes de grandes dimensfes sao
submetidas a varias operacdes. Tais operacdes sao executadas repetidamente e, ao
longo de certo periodo de operacdo, o programa deve ser estavel a ponto de néo
travar ou fechar espontaneamente, o que pode levar a perda de horas de trabalho.
Neste sentido o R se mostrou bastante superior.

Quando o programa € executado, seu console € aberto automaticamente,
dentro do qual se encontra o prompt onde podem ser inseridas as linhas de

comando. Assim que € definido o diretério de trabalho, isto €, o diretério no qual
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estdo os arquivos que o usuario pretende utilizar, tarefas como importar dados,

executar linhas de comando salvas em sessbes anteriores, carregar pacotes de
programacoes, etc., podem ser desenvolvidas.

Cada comando tem uma sintaxe especifica, devendo-se tomar o cuidado de
distinguir as letras maiusculas das minusculas (case sensitive). No trabalho com o
programa R, os dados foram importados a partir de arquivos de texto que, a partir de
um comando especifico o reconhece como uma matriz. A partir deste ponto, a matriz
dos dados contendo os valores das correntes pode ser submetida a andlise
matematica que, por conveniéncia deve ser preparada anteriormente de acordo com

0s objetivos desejados e as caracteristicas do sistema em analise.

4.4.5 Estudo do sistema glutationa-zinco (GSH-Zn)

O conjunto de voltamogramas obtidos a varias proporcdes metal/ligante para

0 sistema glutationa-zinco esta mostrado na figura 16, através de um diagrama do

tipo "3D".

T

o B .4;,\ 3
\\‘\“*ﬁ\t\‘f'\,&{“ '\“i
Mg
\\‘t\‘“\\‘ g

W
\ o

7
A

gy

(e 3

I S
o i,
-

. W
i
s

i,

=
| 7 7
[

L]
"
o

3
S 7
i
gl i, 'y
W R ]
G T
il

‘:’0:0%‘*:’%,#//,

", ;mi-i"'f‘l::'

Figura 16 — Grafico "3D" de véarios voltamogramas obtidos em diferentes proporcdes

metal-ligante para o sistema GSH-Zn
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4.4.5.1 Decomposicao em valores singulares para o sistema GSH-Zn

Ao ser executada no software R, a decomposicdo em valores singulares
retorna um vetor d cuja extensdo é igual ao niumero de linhas da matriz de dados
inicial, contendo seus respectivos valores singulares em ordem decrescente.

Estes dados sdo melhor interpretados se colocados em um diagrama,
tornando possivel observar quais valores singulares sdo significativos e obter uma
estimativa do niumero de componentes (Figura 17).

O diagrama da figura 17 indica a existéncia de trés valores singulares
significativos, 0 que sugere ser este o numero de contribui¢cdes individuais para
obtencdo dos sinais multivariados, ou seja, 0 nUmero de componentes. A analise
deste grafico revela dois componentes bastante significativos, sendo que o primeiro
ajusta 80% e a segunda 14 % da variacdo dos dados. Ha a possibilidade de haver
um terceiro componente significativo ajustando 1,4 % da variacdo dos dados. Os
demais componentes ndo devem ser considerados significativos, pois a
porcentagem de variacdo entre eles é aproximadamente constante e muito proxima
de zero.

Entretanto ainda ha& pouca ou nenhuma informacdo a respeito do
comportamento do equilibrio metal/lligante durante as medidas, havendo a
necessidade de tratamentos matematicos adicionais para que seja possivel
recuperar os perfis dos componentes puros (MENDIETA, 1996; ESTEBAN, 2000).



77

80
I

Yo 0€ variagao
40

T T T T T
2 4 6 8 10

Nuamero de componentes

Figura 17 — Diagrama dos valores singulares obtidos a partir de medidas
voltamétricas feitas com sistema GSH-Zn. Os valores estdo expressos como

porcentagem da soma de todos os valores singulares.

4.45.2 Obtencdo dos voltamogramas e dos perfis de concentragcdo dos
componentes puros para o sistema GSH-Zn

4.4.5.2.1 Geracgéao das estimativas iniciais para o sistema GSH-Zn

A inicializacdo do processo iterativo de otimizagcdo para obtencao dos perfis
de concentracdo (C) e dos voltamogramas puros (S) demanda uma matriz ou um
conjunto de perfis que se aproximem, mesmo que grosseiramente, dos perfis que se
espera obter como resultado final (ESTEBAN, 2006; BROWN, 2009; GEMPERLINE,
2006). Ela fornece a estimativa inicial para que se processem repetidas operacdes
matematicas em ciclos até que um critério bem definido seja alcangado, ao que se
denomina iteragéo.

Uma funcdo matematica que simula voltamogramas mediante o ajuste de

parametros empiricos foi empregada como método de inicializacdo do ajuste do
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modelo bilinear pelo método MCR. A figura 18 mostra os voltamogramas usados

como inicializagao.

Be-09 1e-08

6e-08

2e-08

Oe+00
I

T T T T T T T
-1.20 -1.15 -1.10 -1.05 -1.00 095 -0.90

E (mV)
Figura 18 — Diagrama com as estimativas iniciais para o inicio dos ciclos de
iteracoes.

Neste caso, algum conhecimento a respeito do sistema quimico em estudo,
tais como as variaveis que podem influenciar na obtencao do sinal analitico, como se
comportam ou deveriam se comportar as espécies quimicas durante a medida, etc.,
sao informacgdes bastante valiosas.

4.45.2.2 Ajuste do modelo bilinear pelos minimos quadrados alternantes para o
sistema GSH-Zn

Um dos problemas existentes na resolucao de sinais multivariados é o da
ambiguidade. Ele reside no fato de que solucdo obtida a partir da decomposicao

X= CS' + E provavelmente néo apresente significado quimico para as matrizes (C) e
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(S), mas apenas matematico, uma vez que existem muitas solugbes possiveis.
Assim, os valores obtidos para estas matrizes podem estar em uma magnitude muito
distante dos valores reais (ambiguidade de intensidade) e a forma dos sinais
diferente daquela que corresponderia a cada componente puro (ambiguidade
rotacional) (TAULER, 1993a; TAULER, 1993b; ABDOLAHI, 2010; GUTERRES,
2006).

Este problema pode ser minimizado a partir da insercdo de algumas
informacdes sobre o sistema na forma de restricbes que, ao serem introduzidas no
método de resolucdo, tal como os minimos quadrado alternantes (ALS), limitam o
namero de solucdes possiveis, direcionado o0 processo iterativo para um resultado
final o mais proximo possivel do verdadeiro. Deste modo, ALS consiste em um
método iterativo de resolucdo de curvas, em que é feito um refinamento a partir de
uma estimativa inicial usando algumas restricbes relacionadas a caracteristicas
inerentes ao conjunto de dados ou a propriedades do sistema quimico (TAULER,
1993a; DE JUAN, 1997).

Na restricdo de ndo negatividade admite-se que o valor das medidas no
experimento sejam sempre positivos, tanto para as correntes quanto para as
concentragbes. Como na voltametria as medidas séao valores de correntes obtidas a
partir da aplicacdo de potenciais de valores determinados, esta € uma importante
restricdo, pois os voltamogramas dos componentes puros sédo formados por valores
de correntes maiores que zero. O closure faz com que a soma das concentracdes de
todas as espécies envolvidas no equilibrio sejam constantes durante cada processo
de iteracéo, fazendo-se cumprir uma equacéo de balangco de massa. A restricdo de
unimodalidade estabelece uma condi¢do para a forma dos sinais, a qual depende do
tipo de sinal obtido na medida (DIAZ-CRUZ, 1997; ESTEBAN, 2006; TAULER,
1993a; TAULER, 1993b, GEMPERLINE, 2006). A figura 19 mostra os perfis de
concentracdo e 0s voltamogramas dos componentes puros quando a matriz de
dados com os valores das correntes € refinada a partir da estimativa inicial,
utilizando a restricdo de ndo negatividade para as matrizes C e S, admitindo-se a

existéncia de trés contribuicdes individuais para variacao dos dados.
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Figura 19 — Recuperacdo dos perfis de concentracéo (a) e dos voltamogramas (b)
dos componentes puros para o0 sistema GSH-Zn usando restricAo de néo
negatividade para C e S. Os valores das correntes estdo em unidades arbitrarias.
[Zn*] inicial =5 x 10 M, tamp4&o borato pH=8,5 e [KCI]=0,1 M .
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Sendo a primeira varredura realizada na presenca apenas do ion metélico e
as subsequentes com incrementos de solucéo de glutationa, € possivel admitir que o
componente representado pela linha (1), figura 19, seja o sinal do Zn*" livre. A
medida que a concentracdo deste cation metalico livre diminui, observa-se o
surgimento de dois complexos, um representado pela linha (2) e outro pela linha (3).
Ha a probabilidade de que o composto representado pela linha (2) seja do tipo ML,
conforme demonstra a figura 12 (GSH-Zn 1:1), onde no mesmo pH em que foram
registrados os voltamogramas € esta a espécie predominante. Para Diaz-Cruz e
colaboradores (2000), estas espécies poderiam também ser do tipo Myl,. A
concentracédo deste componente cresce rapidamente nas primeiras adicoes de GSH
mantendo um platd apds a proporcdo entre as concentracbes molares de GSH e
Zn®" alcancar o valor 1,5. Em seguida, h4 um aumento na concentracdo de um
segundo complexo, provavelmente do tipo ML,, representado pela linha (2) da
figura 19.

Nota-se que ha uma correspondéncia entre as variacbes de concentracao
destas espécies, pois, com a estabilizacdo do platd da concentracdo da primeira
espécie, ha um continuo decréscimo na concentracdo do ion metélico livre, o que
pode explicar a formac&o desta segunda espécie, ja que alguma fracdo do Zn** nado
complexado continua a ser consumida pelo ligante para formar outro complexo de
estequiometria ML, (DIAZ-CRUZ, 2000).

Considerando-se que a adicdo de um ligante a solucdo de um ion metalico
tende a deslocar os potenciais para valores mais negativos, pode-se constatar, a
partir da analise do diagrama da figura 19b, que a curva (1), tal como na figura 19 a,
representa o ion metalico. Na presenca do ligante, os potenciais ficam mais
negativos, justamente pela interacdo entre o aminoacido glutationa e o Zn**, pois o
eletrodo de trabalho deve estar polarizado mais negativamente para deslocar o
metal de seu complexo e provocar sua redugédo (MENDIETA, 1996).

Neste trabalho, como ja havia um conhecimento prévio do sistema quimico,
a otimizacdo com ALS buscou a descricdo dos perfis e voltamogramas com trés
componentes (metal livre e duas espécies complexas) embora a existéncia de um
terceiro componente ndo fosse tdo fortemente sugerida pelo diagrama SVD. Ainda
foram testados modelos com 4 e 5 componentes, mas nenhum destes forneceu

resultados tao satisfatorios quanto o modelo com trés componentes.
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4.4.6 Estudo do sistema cadmio-glutationa (GSH-Cd)

O conjunto de voltamogramas obtidos a varias proporcdes metal/ligante para

o0 sistema glutationa-cadmio estd mostrado na figura 20, através de um diagrama do

tipo "3D".
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Figura 20 — Grafico "3D" de varios voltamogramas obtidos em diferentes proporcdes

metal-ligante para o sistema GSH-Cd.
4.4.6.1 Decomposicao em valores singulares para o sistema GSH-Cd

A decomposicao em valores singulares, que visa obter uma estimativa do
namero de contribui¢cbes individuais para o sistema glutationa-cadmio, seguiu 0s
mesmos parametros do sistema zinco glutationa (item 4.4.5.1). Analisando o grafico
da figura 21, € possivel admitir a existéncia de trés componentes, sendo que o
primeiro ajusta 59%, o segundo 27% e o terceiro 7% da variacdo dos dados. Havia
ainda a possibilidade de um quarto componente, no entanto os resultados obtidos
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pela otimizacdo por ALS levou a descartar esta opgao. Portanto considerou-se a
existéncia de trés espécies, sendo estas o metal livre e dois complexos.

% de variagéo
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| | |
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Figura 21 - Diagrama dos valores singulares obtidos a partir de medidas
voltamétricas feitas com sistema GSH-Cd. Os valores singulares estdo expressos

como porcentagem da soma de todos os valores.

4.4.6.2 Obtencédo dos voltamogramas e dos perfis de concentragdo dos componetes

puros para o sistema GSH- Cd

4.4.6.2.1 Geragéao das estimativas iniciais para o sistema GSH-Cd

As estimativas iniciais para resolug¢édo dos sinais multivariados pelos minimos
guadrados alternantes para sistema Cd-GSH foram as mesmas do sistema Zn-GSH,

tal como descritas no item 4.4.5.2.1.
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4.4.6.2.2 Ajuste do modelo bilinear pelos minimos quadrados alternantes para o
sistema GSH-Cd

Diferentemente do sistema glutationa-zinco, melhores resultados foram
obtidos utilizando-se a restricAo closure para a matriz de concentracbes e
unimodalidade para a recuperacdo dos voltamogramas puros (Figura 22 b). O
diagrama dos valores singulares indica a presenca de trés componentes com
contribuicdes significativas para a variagdo nos dados (DIAZ-CRUZ, 1997). A
possivel presenca de um quarto componente foi descartada, uma vez que sua
contribuicdo nao foi significativa quando comparada aos demais.

A analise do diagrama que demonstra a recuperacdo dos perfis de
concentracéo (Figura 22 a) revela que a linha (1), que comeca com um alto valor de
concentracdo e decresce a medida que o valor [L)/[M] vai aumentando (devido a
adicdo de GSH), deve corresponder ao ion metalico livre, que ainda nédo foi
coordenado pelo ligante. Durante a queda da concentracdo do Cd?* livre surgem
dois compostos, representados pelas linhas (2) e (3). Estes compostos sdo o
resultado da coordenacdo do cadmio pela glutationa (MENDIETA, 1996; DIAZ-
CRUZ, 2000; ANTUNES, 2002; ESTEBAN, 2006). O diagrama dos valores
singulares revela que os trés componentes usados na resolucdo por ALS sdo
bastante significativos quanto a suas contribuicdes individuais para a variacdo dos
dados, fato que se revela nos valores das concentracdes obtidas quando estes perfis
sao recuperados.

De acordo com o diagrama da figura 14 (GSH-Cd 1:1), pode-se observar
gue a espécie predominante em pH préximo a 8,5 (pH em que foram registrados os
voltamogramas) tem composicdo estequiométrica do tipo ML, o que permite
presumir que seja esta a composic¢ao principal do primeiro complexo formado. Com
a continuagdo do acréscimo de GSH, tem inicio a formacdo de um segundo
componente, complexo em que o ion metalico estaria coordenado por duas
moléculas do ligante. Este segundo componente provavelmente corresponde a
espécie ML;H, pois em pH=8,5 é esta a espécie predominante, conforme mostra
figura 14 (GSH-Cd 2:1). No entanto uma espécie do tipo ML,H, ou até mesmo uma
fracdo contendo ML;H e ML,H; ndo estariam descartadas.



85

Os voltamogramas puros corroboram com os perfis de concentracdo, pois o

metal livre, representado na linha (1) encontra-se a potenciais menos negativos que

seus complexos, pois o eletrodo de mercurio precisa estar mais polarizado para

deslocar o metal que esta coordenado pelo ligante para poder reduzi-lo.
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Figura 22 — Recuperacédo dos perfis de concentracéo (a) e dos voltamogramas (b)
dos componentes puros para o0 sistema Cd-GSH usando closure para C e
unimodalidade para S. Os valores das correntes estdo em unidades arbitrarias.
[Cd?*'] incicial = 5 x 10 M, tamp&o borato pH=8,5 e [KCI]=0,1 M .
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4.5 Estudo potenciométrico versus estudo voltamétrico por MCR

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que a glutationa pode se
coordenar aos ions zinco e cadmio formando complexos capazes de serem
identificados a partir de dados obtidos por medidas voltamétricas que,
posteriormente, foram submetidos a uma andlise matematica de natureza
multivariada. Estes dados apresentam uma boa correlacdo com os resultados das
medidas potenciométricas e as duas podem atuar de forma complementar. Contudo,
existem diferengas fundamentais entre as medidas realizadas em condicdo de
equilibrio (potenciometria) com aquelas realizadas em modo dindmico (voltametria).
Com relacdo a primeira, temos na medida potenciométrica a adicdo do titulante
(KOH) a solugBes que contenham uma relagdo molar pré-estabelecida entre o metal
e o ligante com concentracdes altas de ambos quando comparadas as medidas
voltamétricas. Desta forma, a medida potenciométrica fornece informacfes acerca
de um complexo formado segundo uma estequiometria previamente estabelecida.
Diferentemente, na medida voltamétrica, informacfes acerca da formacdo de
complexos sdo obtidas para uma faixa continua de proporcées entre o metal e o
ligante. Uma vez superadas as dificuldades de extrair a informagéo deste conjunto
de dados, tem-se acesso através do uso combinado de potenciometria e voltametria
de informacao sobre como as espécies apresentam equilibrios numa ampla gama de
concentragbes de metal e ligante. Além disso, a medida voltamétrica em si fornece
dados para concentracdes de metal muito mais baixas do que aquelas utilizadas
para medidas potenciométricas permitindo um melhor controle sobre a formacéo ou
nao de espécies polinucleares.

Relativamente a obtencéo do sinal analitico, a medida potenciométrica é de
natureza passiva, onde um potencial é gerado entre o eletrodo de referéncia e o
eletrodo indicador, respondendo as variagdes na concentragdo (atividade) de uma
espécie que se forma ou é consumida no equilibrio. Para estas medidas, o
tratamento matematico fundamenta-se na minimizacdo das diferencas quadraticas
entre as curvas potenciométricas real e tedrica para refinar o valor das constantes de
estabilidade. A variacdo no pH do sistema € dependente da propor¢do metal/ligante,

pois a ocupacado de sitios de coordenacdo pelo ion metalico provocara a liberacéo
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de maior ou menor quantidade de fons H*, o que afetard diretamente a curva
potenciométrica.

Os dados voltamétricos sao provenientes de uma medida ativa, na qual, por
meio de ajustes instrumentais, submete-se o sistema quimico tamponado a uma
sequéncia de potenciais conhecidos e igualmente espacados, monitorando-se o
valor da corrente que surge devido a oxidagéo ou reducdo de espécies quimicas no
eletrodo de trabalho. De acordo com o que foi abordado durante a discussédo dos
resultados obtidos por MCR, este método ndo distinguiu as espécies quanto ao grau
de protonacgéao do ligante no complexo formado (se ML, MHL ou MH,L, por exemplo),
embora seja possivel prever a propor¢do com que estes se coordenam.

Uma vez conhecidas as curvas de distribuicdo das espécies obtidas a partir
do modelo ajustado pela potenciometria € possivel propor, de acordo com o pH em
que 0s varios voltamogramas sdo registrados, a composicdo mais proxima da
realidade para o equilibrio quimico entre o ion metélico e o ligante. Desta forma
potenciometria e voltametria com abordagem de MCR, se mostram promissoras
como o uso de técnicas complementares na investigacdo de equilibrios metal-
ligante.

A figura 23 mostra como é possivel usar os resultados da potenciometria
como parametro para avaliar o grau de protonacdo das espécies. Como 0s
voltamogramas foram todos registrados em pH = 8,5, no comparativo dos perfis de
concentracdo recuperados por MCR com os diagramas de distribuicdo das espécies,
pode-se sugerir, para o sistema GSH-Zn, que os dois componentes encontrados na
voltametria refiram-se a complexos totalmente desprotonados. Portanto, as trés
fontes de variacdo nos dados voltamétricos deverdo corresponder ao sinal do ion
metalico puro (Zn), a um complexo em que o cation é coordenado por uma molécula

do ligante (ZnL) e outro em que é coordenado por duas moléculas do ligante (ZnL5).
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Figura 23 — Comparativo entre as curvas de distribuicdo das espécies e os perfis de

concentracdo recuperados por MCR para o sistema GSH-Zn.

O mesmo comparativo, agora realizado com o sistema GSH-Cd (Figura 24),
permite a visualizacdo de espécies com diferentes graus de protonacdo. Desta
forma, as trés fontes de variacdo de dados podem ser atribuidas ao ion metalico
puro, a um complexo em que o cation é coordenado por uma molécula do ligante (de
composicao variavel entre CdLH e CdL) e outro em que é coordenado por duas
moléculas (de composicao variavel entre CdL,H, e CdL,H).
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concentracéo recuperados por MCR para o sistema GSH-Cd.
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5. CONCLUSOES

A resolugdo multivariada de curvas com minimos quadrados alternantes
(MCR-ALS) aplicada a dados voltamétricos tem se revelado como uma importante
ferramenta no estudo de equilibrios quimicos entre ions metalicos e ligantes. O uso
destes métodos junto ao classico método potenciométrico na investigacado destes
equilibrios mostrou que ambas se complementam de forma bastante satisfatoria.

O estudo dos complexos entre zinco, cAddmio e glutationa a partir das
medidas potenciométricas possibilitou a descricdo de modelos de equilibrios
guimicos bastante completos, a partir dos quais foi possivel calcular as constantes
de formacdo das varias espécies que coexistem na solug¢do. O programa Hyperquad
se constitui em um importante instrumento para o calculo das constantes de
estabilidade devido a facilidade com que sua interface gréafica permite que o modelo
de equilibrio e os valores das constantes de estabilidade sejam ajustados. Uma vez
que um ajuste manual entre as curvas experimental e tedrica € realizado, os valores
de log B podem ser refinados até que sejam alcancados valores cuja soma dos
guadrados dos residuos entre estas curvas sejam 0Ss menores possiveis.

As titulacdes realizadas nas proporcdes ligante-metal 1:1 e 2:1 forneceram
perfis de pH a partir dos quais foi possivel propor diferentes modelos de equilibrio
quimico e calcular as constantes de estabilidade de véarias espécies. Os valores de
log B encontrados para os sistemas GSH-Zn e GSH-Cd sugerem uma preferéncia
destes ions metalicos em coordenarem-se a duas moléculas do ligante, pois as
constantes tinham valores maiores sempre que calculadas para complexos desta
natureza.

O diagrama de distribuicdo das espécies, obtido pelo programa HySS
(pertencente ao pacote computacional do Hyperquad), foi utilizado para avaliar como
as fracbes de cada espécie se distribuem ao longo da variagcdo do pH. Isto foi
grande utilidade, pois se conhecendo as composicOes das fracbes existentes em
faixas de pH proximas as que os voltamogramas foram registrados, foi possivel
sugerir para cada um dos perfis de concentragdo obtidos por MCR, quais sao as
especies ali existentes. Alem disto, foi possivel, através do conhecimento do K,s do

produto insoltvel formado, inclui-lo nestas curvas de distribuicéo.
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O método de MCR aplicado a dados voltamétricos permitiu que fossem
feitas medidas em concentracfes muito menores (da ordem de micromolar), quando
comparadas ao método potenciométrico, cujas medidas sdo realizadas em
concentracdes na ordem de milimolar. A investigacdo de equilibrios quimicos nesta
menor faixa de concentracdo € importante na medida em que se encontram mais
préoximas das condicdes fisioldgicas.

A inclusdo das restricbes ao método de resolucdo de curvas € uma etapa
que requer um cuidado especial. Por tratar-se de um conjunto de operagcdes que
permitem alcancar uma solucao final mais proxima da realidade, as restricbes devem
ser inseridas com critério, procurando-se testar diferentes modelos em que se
obtenha um alto grau de ajuste com um significado quimico compativel com o
sistema em estudo. Neste sentido, o conhecimento das caracteristicas e principios
de obtencao do sinal analitico é de extrema importancia.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Desenvolvimento de uma metodologia que possa calcular as constantes
de estabilidade a partir dos dados voltamétricos tratados por MCR;

e Investigacdo dos equilibrios em condi¢cbes que proximas das fisiologicas;

¢ Inclusdo de outras restricbes aos modelos de MCR-ALS;

e Utilizacdo de outras métodos, como espectroscopia de ressonancia
nuclear magnética ou de raios-X, na investigacao de equilibrios quimicos em paralelo

com o0 método voltamétrico.
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APENDICES

APENDICE A - Principais convencdes e simbologias adotadas na expressao das

constantes de estabilidade

- Ascargas associadasao metal, ao ligante,ou aos complexos sao
omitidas.

- O ion hidroxila é representado por H_;.

- Para um ligante HyL, no caso de n > 1,a protonacao é descrita em etapas,
sendo que cada etapa tera uma constante (K;, K, Kz, etc.). O produto das
constantes das etapas de protonacdo fornece as constantes cumulativas

(designadas por [3), como mostra o exemplo a seguir:

H+L — HL Ky = [HLI/[H][L] = B4
H+HLET— HL Ky =[HoL)/[H][HL]
2H+L —> HoL B2 = Ki. Kz = [HoL)/[HI[L]
nH + L: HnL Bn=Ki.Ks...Kyn= [HnL]/[H]n[L]-
Expressando estas constantes de estabilidade em termos de logaritmos
decimais, a relacdo entre as constantes parciais e cumulativas é
log B2 = log K; + log K3

log Bn=1logK; +logK, + ... logK,
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- As constantes parciais e cumulativas para um equilibrio metal-ligante

sao expressas de forma semelhante as de protonacéo do ligante.
M+ L —=ML Ky = [ML] / [M][L]
ML + Le—> ML, Kz = [MLg] / [ML][L]

ML, + Le—— MLj Kz = [ML3] / [MLz][L]

Bn = K1.Ks....Kp = [MLy] / [M][L]"

- As constantes cumulativas séo utilizadas para representar a adicado de
n ligantes ao metal em uma etapa combinada. Assim, para o equilibrio

M + nL «—— ML,

a expressao da constante é dada por
Bn = K1.Ks....K = [ML,] / [M][L]".

- Muitos equilibrios metal-ligante envolvem, simultaneamente, a adi¢cao
ou perda de ions hidrogénio ou adicdo de hidroxilas. A forma usada para
representar cada uma destas constantes € descrita a seguir.

a. Adicao de ligantes parcialmente protonados ao metal:

M+HLET— MHL  édesignadapor  KyuL 0U Kperi=mHL).-

b. Adicdo de um préton ao complexo metal-ligante:

ML+H —> MHL é designada por KypL 0U KmL+H=MHL)-
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c. Adicdo simultanea de proton e ligante ao metal. Como estas séo
constantes cumulativas, sdo descritas em termos de beta (B):

M+ H + L «—= MHL é designada por B ou B(M+H+L=MHL)

M+H+2L&— MHL, é designada por BMHLZ ou B(M+H+2L=MHL2)

M + 2H + Le—=> MH.L é designada por BuL 0Ou B(M+2H+L=MH2L)

Normalmente estas constantes cumulativas que envolvem préton, ligante e metal
sdo representadas por pM + gH +rL. —= MpHqL;. Deste modo a
ultima reagao acima é designada por (1,2,1). Diferentes convengdes tem sido
utilizadas na literatura, e na maioria das publicacbes estas convencdes séo

explicadas ao expor os resultados e valores.

d. Perda de um préton de um ligante complexado ou de um ligante
complexado que possui dois ou mais grupos doadores de préton.
M+ L >

<«—— MH,L + H é designado por Kmi=mH-10+H)

M +HLe——> MHL + H é designado por Km+HzL=mHL+H)
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APENDICE B - Parametros utilizados na medida voltamétrica do sistema
GSH-zZn?

Os parametros utilizados nas medidas voltamétricas estédo dispostos da

mesma forma como sao mostrados na tela do aparelho.

Method: gluta

Instructions t/s Main parameters Auxiliary
parameters

1 STIR 5.0 Rot.speed 2000 /min

2 SMDE Drop size 4

3 DPMODE U.ampl 50 mVv t.meas 20.0 ms
t.step 0.60 s t.pulse 40.0 ms

4 MEAS 5.0 U.meas -900 mv

5 0STIR 10.0

6 SWEEP 46.8 U.start -900 mv U.step 4 mv
U.end -1200 mv Sweep rate 6.667 mV/s

7 OMEAS U.standby mV

8 END

Method: gluta DOCUMENTATION
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Parametros utilizados na medida voltamétrica do sistema

Instructions

parameters

1 STIR

2 SMDE

3 DPMODE

4 MEAS

5 0STIR

6 SWEEP

7 OMEAS

8 END

Method: gluta

t/s Main parameters Auxiliary

5.0 Rot.speed 2000 /min
Drop size 4
U.ampl 50 mVv t.meas 20.0 ms
t.step 0.60 s t.pulse 40.0 ms

5.0 U.meas -500 mv

10.0

46.8 U.start -500 mVv U.step 4 mvV
U.end -800 mv Sweep rate 6.667 mV/s
U.standby mv

DOCUMENTATION
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APENDICE D - Gréfico de linearidade para o zinco.

250
500 y=1.0497x+1.78
R?=0.999
__ 150
<
£
~ 100
50
0
0 50 100 150 200
Zn (pg/L)

APENDICE E - Gréfico de linearidade para o cadmio.

300 -
y=2.6372x+4.6019

2
250 1 R?=0.9988

200 +

150 A

I {(nA)

100 +

50 +

0] 20 40 60 80 100 120

[Cd] pg/L



APENDICE F - Gréfico de linearidade para a glutationa reduzida

I (nA)

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

y=18.465x+ 11.397
R?=0.9729

GSH - mg/L
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APENDICE G - Janela gréfica utilizada para o ajuste do modelo das constantes de
protonacéo da glutationa

100

pH
T
i
=
% formation relative to L

fitre volume

Os losangos azuis sdo 0s pontos experimentais e a linha vermelha
pontilhada corresponde a curva teodrica, obtida pelos valores de pH calculados.
Abaixo o diagrama dos residuos entre as duas curvas e o valor da média quadratica

dos residuos (rms). As demais linhas sdo uma previséo da distribuicdo das espécies.
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APENDICE H - Janela gréfica utilizada para o ajuste do modelo do sistema GSH-Zn

titulados na proporcéo 1:1

GSH-zn (1:1)

3.0
Obs-calc pH for selected data. rms=0.0507
0.00- ||||||||||I| _Illllll. N NI Rk ||||||II||||||||II|.,I|||
'0.05 T T T T
0.0 1.0 2.0 3.0
titre volume

% formation relative to Zn

Os losangos azuis sdo 0s pontos experimentais e a linha vermelha

pontilhada corresponde a curva teodrica, obtida pelos valores de pH calculados.

Abaixo o diagrama dos residuos entre as duas curvas e o valor da média quadratica

dos residuos (rms). As demais linhas sdo uma previséo da distribuicdo das espécies.
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APENDICE | — Janela gréfica utilizada para o ajuste do modelo do sistema GSH-Zn

titulados na proporcéo 2:1

GSH-Zn (2:1)
100
-90
6.0 80
N
70 8
g
F60 S
i ©
%- 5.0 _50 9_)
g
4.0 30 o
_20 C>\c
sty -10
3.0¢E ;
Obs-calc pH for selected data. rms=0.0689
0.05- ‘ |
0.00- |||||||||||||||||||||||||I,||||||||||||||||||||I|Illlllllll|||||
-0.054
0.0 | 1i0 | 2i0 | 3t0

titre volume

Os losangos azuis sado o0s pontos experimentais e a linha vermelha
pontilhada corresponde a curva teodrica, obtida pelos valores de pH calculados.
Abaixo o diagrama dos residuos entre as duas curvas e o valor da média quadratica

dos residuos (rms). As demais linhas sdo uma previséo da distribuicdo das espécies.
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APENDICE J - Janela gréfica utilizada para o ajuste do modelo do sistema GSH-Cd

titulados na proporcéo 1:1

GSH-Cd (L1:1)

7100

-90
-80
-70
-60
-50
-40
-30
-20
-10

Obs-calc pH for selected data. rms=0.0112

0.057
0.00+

-0.05+4

L
0i2 |

0.6 1.0 1.4 1.8
titre volume

% formation relative to Cd

Os losangos azuis sdo 0s pontos experimentais e a linha vermelha

pontilhada corresponde a curva teodrica, obtida pelos valores de pH calculados.

Abaixo o diagrama dos residuos entre as duas curvas e o valor da média quadratica

dos residuos (rms). As demais linhas sdo uma previséo da distribuicdo das espécies.
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APENDICE K - Janela grafica utilizada para o ajuste do modelo do sistema GSH-Cd

titulados na proporcéo 2:1

GSH-Cd (2:1)

pH
% formation relative to Cd

Obs-calc pH for selected data. rms=0.0389

0.2

03 I
_8:2:I"""||IIIII||"'IIll|||||||ll"l|||||||||||'||||| |||||| ...... A
-0.21 . ; . ;
0.0 1.0 2.0
titre volume

Bl
30

Os losangos azuis sdo 0s pontos experimentais e a linha vermelha
pontilhada corresponde a curva teodrica, obtida pelos valores de pH calculados.
Abaixo o diagrama dos residuos entre as duas curvas e o valor da média quadratica

dos residuos (rms). As demais linhas sdo uma previséo da distribuicdo das espécies.



determinar as constantes de protonacdo da GSH.

1 iteracéo

APENDICE L - Dados da titulagdo potenciométrica utilizados para

- milimoles do ligante: 0,1

- milimoles total de H: 0,3

- Concentragéo da base: 0,0851 mol/L

- Volume inicial: 20 mL

- Forca idnica: 0,1 mol/L (KCI)

sigma =

beta
beta
beta
beta

=W N R

0.1730

ORrR RL R

Pontos

O~NO O WNPF

refinado
refinado
refinado
refinado

beta
5.8473E+009
3.2557E+018
7.0643E+021
1.3413E-014

Vp

0.12
0.16

0.2
0.24
0.28
0.32
0.36

0.4
0.44
0.48
0.52
0.56

log beta desvio padréao

9.767
18.5126
21.8491

-13.8725

pH

3.118
3.154
3.191
3.229
3.268
3.308
3.348

3.39
3.433
3.478
3.523
3.571

0.0093
0.0072
0.0093
0.0771

Residuo

-0.0238
-0.0215
-0.0194
-0.0175
-0.0157

-0.014
-0.0113
-0.0095
-0.0074
-0.0058
-0.0025
-0.0001
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

0.6
0.64
0.68
0.72
0.76

0.8
0.84
0.88
0.92
0.96

1.24
1.28
1.32
1.36

1.4
1.44
1.48
1.52
1.56

1.6
1.64
1.68
1.72
1.76

1.8
1.84
1.88
1.92
1.96

2.04
2.08
2.12
2.16

2.2
2.24
2.28
2.32
2.36

2.4
2.44
2.48
2.52
2.56

3.62
3.671
3.726
3.782
3.843
3.909

3.98
4.058
4.147
4.249
4371
7.752
7.928

8.06
8.167
8.258
8.338

8.41
8.475
8.535
8.591
8.644
8.695
8.743
8.788
8.833
8.876
8.918

8.96
8.999
9.039
9.077
9.115
9.153

9.19
9.228
9.265
9.301
9.338
9.375
9.412
9.449
9.486
9.524
9.561

0.0037
0.0085
0.0129
0.0208
0.0295
0.0408
0.0573
0.0814
0.1168
0.1771
0.2966
0.2414
0.1649
0.1184
0.0871
0.0645
0.0472
0.0335
0.0233
0.0152
0.0088
0.0034
-0.0017
-0.0051
-0.0067
-0.0093
-0.0107
-0.0118
-0.0134
-0.0126
-0.0132
-0.0121
-0.0113
-0.0107
-0.0092
-0.0089
-0.0077
-0.0055
-0.0044
-0.0032
-0.0019
-0.0006
0.0009
0.0017
0.0036

117



58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

2.6
2.64
2.68
2.72
2.76

2.8
2.84
2.88
2.92
2.96

3.04
3.08
3.32

9.6
9.638
9.678
9.718
9.759
9.801
9.843
9.887
9.932
9.978
10.028
10.078

10.13
10.507

0.004
0.0056
0.0058
0.0065
0.0068
0.0069
0.0078
0.0078
0.0078
0.0081
0.0058
0.0051

0.004

-0.0296
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APENDICE M - Dados da titulagdo potenciométrica utilizados para

determinar as constantes de estabilidade entre Zn** e GSH (titulagc&o 1:1).

- milimoles do ligante: 0,1

- milimoles total de H: 0,3

- milimoles total de Zn: 0,1

- Concentracao da base: 0,0851 mol/L

- Volume inicial: 20,8 mL

- Forca ibnica: 0,1 mol/L (KCI)

2 iteracdes
sigma = 0.21787

beta
beta
beta
beta
beta
beta

PP, OOOO

PR ORRPR

constante
constante
constante
constante
refinado
refinado

Ok PEF WNEPE

Pontos

oOo~NO Ol WDN PR

beta
5.85E+09
3.26E+18
7.06E+21
2.04E-14
2.9502E+016
1.1577E+012

0.04
0.08
0.12
0.16

0.2
0.24
0.28
0.32
0.36

0.4
0.44

log beta desvio padréo

9.767
18.5126
21.8491

-13.6903
16.4699
12.0636

pH

3.009
3.053
3.083
3.111
3.143
3.175
3.203
3.231
3.258
3.291
3.321
3.351

0.012
0.005

Residuo

-0.0383
-0.0501
-0.0474
-0.0425
-0.0414
-0.04
-0.0345
-0.029
-0.0224
-0.0217
-0.018
-0.0144



13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

0.48
0.52
0.56

0.6
0.64
0.68
0.72
0.76

0.8
0.84
0.88
0.92
0.96

1.04
1.08
1.12
1.16

1.2
1.24
1.28
1.32
1.36

1.4
1.44
1.48
1.52
1.56

1.6
1.64
1.68
1.72
1.76

1.8
1.84
1.88
1.92
1.96

2.04
2.08
2.12
2.16

2.2
2.24

3.384
3.414
3.443
3.471
3.502
3.538
3.571
3.6
3.629
3.657
3.689
3.718
3.747
3.78
3.831
3.861
3.89
3.92
3.948
3.977
4.005
4.034
4.062
4.09
4.118
4.145
4.173
4.2
4.227
4.254
4.282
4.309
4.337
4.364
4.391
4.418
4.444
4471
4.497
4.523
4.549
4576
4.602
4.628
4.655

-0.0138
-0.0103
-0.0058
-0.0004
0.0019
-0.0009
-0.0009
0.003
0.0068
0.0114
0.0119
0.0151
0.0181
0.0168
-0.0027
-0.0015
0.0004
0.001
0.0032
0.0041
0.0057
0.0058
0.0067
0.0072
0.0073
0.0082
0.0077
0.0079
0.0078
0.0075
0.0059
0.0051
0.0031
0.0019
0.0006
-0.0008
-0.0013
-0.0028
-0.0034
-0.004
-0.0045
-0.0059
-0.0063
-0.0064
-0.0074
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58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

2.28
2.32
2.36

2.4
2.44
2.48
2.52
2.56

2.6
2.64
2.68
2.72
2.76

2.8
2.84
2.88
2.92
2.96

3.04

4.682
4.709
4.737
4.764
4.793
4.821

4.85

4.88

491

4.94
4971
5.003
5.035
5.067
5.101
5.136
5.171
5.204
5.243

5.28

-0.0081
-0.0086
-0.0097
-0.0094
-0.0107
-0.0104
-0.0105
-0.011
-0.0107
-0.0095
-0.0083
-0.007
-0.0044
-0.0003
0.0035
0.0084
0.0156
0.0276
0.0369
0.0523
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APENDICE N - Dados da titulag&o potenciométrica utilizados para

determinar as constantes de estabilidade entre Zn** e GSH (titulacdo 1:2).

- milimoles do ligante: 0,1

- milimoles total de H: 0,3

- milimoles total de Zn: 0,05

- Concentracéo da base: 0,0851 mol/L
- Volume inicial: 20,54 mL

- Forca ibnica: 0,1 mol/L (KCI)

5 iteracoes
sigma = 0.37341
beta log beta desvio padréo
beta 0 1 1 -constante 5.85E+09 9.767
beta 0 1 2 constante 3.26E+18 18.5126
beta 0 1 3 constante 1.07E+22 22.0276
beta 0 0 -1 constante 1.34E-14 -13.8725
beta 1 2 2 refinado 6.9024E+032 32.839 0.0239
beta 1 2 1 refinado 3.3696E+026 26.5276 0.0443
beta 1 2 0 refinado 6.8116E+019 19.8332 0.0421
Pontos Vp pH Residuo
1 0.4 3.293 -0.0777
2 0.44 3.325 -0.0672
3 0.48 3.358 -0.0573
4 0.52 3.391 -0.047
5 0.56 3.424 -0.0363
6 0.6 3.457 -0.0252
7 0.64 3.491 -0.0148
8 0.68 3.526 -0.0051
9 0.72 3.551 0.015
10 0.76 3.597 0.0143
11 0.8 3.633 0.0237
12 0.84 3.67 0.0322
13 0.88 3.708 0.0397

14 0.92 3.746 0.0468



15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

0.96

1.04
1.08
1.12
1.16

1.2
1.24
1.28
1.32
1.36

1.4
1.44
1.48
1.52
1.56

1.6
1.64
1.68
1.72
1.76

1.8
1.84
1.88
1.92
1.96

2.04
2.08
2.12
2.16

2.2
2.24
2.28
2.32
2.36

2.4
2.44
2.48
2.52
2.56

2.6
2.64
2.68
2.72

3.785
3.824
3.863
3.903
3.943
3.984
4.025
4.067
4.109
4.152
4.195
4.238
4.282
4.326

4.37
4.415
4.461
4.506
4.553
4.601
4.649
4.698
4.749
4.793
4.836
4.889
4.943

5.057

5.12
5.185
5.254
5.323
5.395
5.465
5.535
5.603
5.669
5.733
5.795
5.854
5.912
5.968
6.022
6.076

0.0525
0.0576
0.0618
0.0641
0.0655
0.0648
0.0632
0.0598
0.0557
0.0501
0.044
0.0376
0.0301
0.0227
0.0154
0.0074
-0.0011
-0.008
-0.0161
-0.0243
-0.0314
-0.0383
-0.0457
-0.0445
-0.0404
-0.0443
-0.0469
-0.0499
-0.0502
-0.0535
-0.0555
-0.0583
-0.0579
-0.0575
-0.0526
-0.0461
-0.0371
-0.0267
-0.016
-0.0059
0.0041
0.0118
0.0182
0.0236
0.0261
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60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

2.76

2.8
2.84
2.88
2.92
2.96

3.04
3.08
3.12
3.16

3.2
3.24

6.129
6.181
6.233
6.286
6.337

6.39
6.443
6.497
6.552
6.608
6.666
6.726
6.788

0.0273
0.0274
0.0257
0.0217
0.0187
0.0129
0.0068
-0.0005
-0.0085
-0.0169
-0.0264
-0.0365
-0.0467
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APENDICE O - Dados da titulacdo potenciométrica utilizados para
determinar as constantes de estabilidade entre Cd** e GSH (titulag&o 1:1).

- milimoles do ligante: 0,1

- milimoles total de H: 0,3

- milimoles total de Zn: 0,1

- Concentracéo da base: 0,0851 mol/L
- Volume inicial: 20 mL

- Forca ibnica: 0,1 mol/L (KCI)

1 iterations
sigma = 8.62730
beta log beta desvio padrao
beta 0 1 1 constante 5.89E+09 9.77
beta 0 1 2 constante 3.61E+18 18.5573
beta 0 1 3 constante 3.35E+22 22.5252
beta 0 0 -1 constante 2.04E-14 -13.6903
beta 1 1 1 refinado 9.1593E+015 15.9619 0.012
beta 1 1 0 refinado 8.0942E+007 7.9082 0.1422
beta 1 0 -2 constante 4,90E-15 -14.31
Pontos Vp pH Residuo
1 0.12 3.535 0.0648
2 0.16 3.576 0.0713
3 0.2 3.624 0.0699
4 0.24 3.67 0.0697
5 0.28 3.718 0.0668
6 0.32 3.77 0.0591
7 0.36 3.819 0.0537
8 0.4 3.877 0.0389
9 0.44 3.934 0.0245
10 0.48 3.993 0.0078
11 0.52 4.054 -0.0112
12 0.56 4,113 -0.0283

13 0.6 4.167 -0.0405



14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

0.64
0.68
0.72
0.76

0.8
0.84
0.88
0.92
0.96

1.04
1.08
1.12
1.16

1.2
1.24
1.28
1.32
1.36

1.4
1.44
1.48
1.52
1.56

1.6
1.64
1.68
1.72
1.76

1.8
1.84
1.88
1.92
1.96

2.04

4.225
4.273
4.321
4.366
4.406
4.449
4.489
4.529
4.568
4.608
4.648
4.689
4.731
4.775
4.818
4.865
4.914
4.964
5.017
5.073
5.132
5.194
5.261

5.33
5.408

5.49
5.576
5.674
5.775
5.885
5.996
6.112
6.227

6.34
6.446
6.554

-0.0567
-0.0627
-0.0686
-0.0711
-0.0682
-0.0677
-0.0637
-0.059
-0.0525
-0.046
-0.0386
-0.0311
-0.0234
-0.0163
-0.0069
0.0001
0.0067
0.0142
0.0205
0.0259
0.0305
0.0346
0.0364
0.0391
0.0361
0.0326
0.0292
0.0182
0.0093
-0.0033
-0.0109
-0.0176
-0.0178
-0.012
0.0019
0.0112
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APENDICE P - Dados da titulacdo potenciométrica utilizados para

determinar as constantes de estabilidade entre Cd** e GSH (titulag&o 1:2).

- milimoles do ligante: 0,1

- milimoles total de H: 0,3

- milimoles total de Zn: 0,05

- Concentracéo da base: 0,0851 mol/L
- Volume inicial: 20 mL

- Forca ibnica: 0,1 mol/L (KCI)

1 iteracéo
sigma = 0.45620
beta log beta desvio padréao
beta 0 1 1 constante 6.07E+09 9.7832
beta 0 1 2 constante 3.30E+18 18.5189
beta 0 1 3 constante 1.61E+22 22.2066
beta 0 0 -1 constante 7.52E-14 -13.124
beta 1 1 1 refinado 4.1065E+015 15.6135 0.0404
beta 1 2 2 refinado 3.6739E+030 30.5651 0.0549
beta 1 2 1 refinado 1.2979E+022 22.1132 0.0572
Pontos Vp pH Residuo
1 0 3.074 -0.0372
2 0.04 3.11 -0.0281
3 0.08 3.144 -0.0161
4 0.12 3.18 -0.0054
5 0.16 3.217 0.0048
6 0.2 3.255 0.0142
7 0.24 3.295 0.0218
8 0.28 3.336 0.0285
9 0.32 3.377 0.0351
10 0.36 3.42 0.0397
11 0.4 3.463 0.0443
12 0.44 3.506 0.0489

13 0.48 3.555 0.0477



14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

0.52
0.56

0.6
0.64
0.68
0.72
0.76

0.8
0.84
0.88
0.92
0.96

1.04
1.08
1.12
1.16

1.2
1.24
1.28
1.32
1.36

1.4
1.44
1.48
1.52
1.56

1.6
1.64
1.68
1.72
1.76

1.8
1.84
1.88
1.92
1.96

2.04
2.08
2.12
2.16

2.2
2.24
2.28

3.604
3.655
3.708
3.765
3.825

3.89
3.956
4.034
4112
4.196

4.29
4.384
4471

4.55
4.621
4.683
4.743
4.799
4.854
4.909
4.965

5.02
5.081
5.142
5.206
5.274
5.343

5.42
5.501
5.585
5.679
5.781
5.893
6.014
6.147
6.287
6.441
6.601
6.757
6.905
7.063
7.214
7.351
7.487
7.616

0.0466
0.0439
0.0396
0.0321
0.0224
0.0088
-0.0045
-0.0282
-0.05
-0.0756
-0.1087
-0.1389
-0.1589
-0.1675
-0.1646
-0.1492
-0.1287
-0.1016
-0.0718
-0.041
-0.011
0.0196
0.0435
0.0666
0.0859
0.1007
0.1142
0.1197
0.1216
0.1214
0.1125
0.0974
0.0747
0.0461
0.0092
-0.0302
-0.078
-0.1252
-0.1605
-0.1788
-0.1971
-0.1984
-0.1774
-0.1516
-0.1214

128



59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

2.32
2.36

2.4
2.44
2.48
2.52
2.56

2.6
2.64
2.68
2.72
2.76

2.8
2.84
2.88
2.92
2.96

3.04
3.08
3.12
3.16

3.2
3.24
3.28

7.732
7.841
7.94
8.043
8.135
8.237
8.337
8.442
8.553
8.666
8.777
8.888
8.996
9.101
9.202
9.303
9.401
9.483
9.594
9.692
9.79
9.89
9.991
10.093
10.196

-0.0868
-0.057
-0.0289
-0.0149
0.0022
0.0036
0.0033
-0.0036
-0.0163
-0.0289
-0.0353
-0.0351
-0.0225
0.0048
0.0489
0.1013
0.1544
0.2095
0.2164
0.218
0.2044
0.1769
0.1389
0.0924
0.0389
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