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1. METODOLOGIA | DISCUSSIO GLOBAL DE RESULTATS

La metodologia emprada en el present treball amb membranes liquides té
caracteristiques especifiques per cada cas, tot i seguint tres etapes
basiques:

o Selecci6 i optimitzacié del métode de determinacié dels analits per a
monitoritzar el seu transport a través de Membranes Liquides (ML).

o Caracteritzacié del sistema quimic de separacio: proves d’extraccio
amb dissolvent per determinar el comportament quimic i les
possibilitats de transport del sistema en estudi.

o Caracteritzacié del transport dels analits a través de membranes.

En el nostre cas, hem utilitzat diferents sistemes quimics amb I'objectiu de
trobar noves formes de millorar la selectivitat del transport a través d'una
membrana liquida. Les caracteristiques de cada sistema, el coneixement
previ del mateix, aixi com I'evolucio de I'estudi han marcat el métode emprat
en cada cas.

Procedirem a partir d’'ara a descriure la metodologia que s’ha emprat de
forma general en aquest treball, tot fent esment a cadascun dels casos
descrits als annexos i realitzant una discussié resumida i global dels
resultats que aquesta metodologia ens ha permés obtenir.

Els estudis de separacio quiral van ser duts a terme conjuntament amb la
Universitat de Roma, dins del marc de la col-laboraci6 establerta en el treball

descrit a 'annex V.

1.1. TECNIQUES D’ANALISI

El primer pas en tots els estudis de transport a través de membranes és el
desenvolupament o adequacié d'un meétode d'analisi, o simplement la
verificacid de la idoneitat d’'una determinada metodologia d'analisi per al

seguiment dels analits objecte d’estudi. Si bé la nostra intencid no era
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desenvolupar nous metodes d'analisi, en molts casos vam haver de fer
modificacions en els meétodes existents per a poder dur a terme les
determinacions corresponents.

Les técniques emprades han estat diverses al llarg dels diferents estudis de
la present memoria, en funcié de les caracteristiques de I'analit, de la matriu
en que es trobava i de la informacio final requerida. Basicament han estat
meétodes per a la determinacié d’espécies no metal-liques: nitrits, nitrats,
sulfats, clorurs, diferents amino acids alifatics i aromatics, els enantiobmers
de l'acid mandélic... perd també cations metal-lics com el pal-ladi (II) o el
cobalt (Il).

1.1.1. Determinacions de metalls

La determinacié dels metalls (pal-ladi basicament en el nostre cas) es
realitzava per a quantificar les pérdues de transportador (format per un
compost organometal-lic) des de la fase organica cap a les fases aquoses
en els experiments de membrana. També es determinava la carrega de la
fase organica amb el centre metal-lic, en aquells casos en que nosaltres
mateixos preparavem el compost organometal-lic que actuava com a agent
transportador. Aixi, es va procedir a realitzar els experiments dels annexos |
a lll, que disposaven d'un transportador amb un centre actiu metal-lic (Pd (I1)
i Co(ll)). Per a dur-les a terme es van emprar tant I'espectroscopia
d’absorcidé atomica amb flama (AAS) com I'espectroscopia d’emissié Optica
per plasma acoblat inductivament (ICP-OES). La determinacio en totes dues
técniques atomiques es feia per interpolacié sobre una recta de calibrat
preparada amb patrons del metall en el mateix medi de les mostres i

mesurada abans de cada analisi.



Metodologia i Discussié Global de Resultats

1.1.2. Determinacions d’espécies no metal-liques

Han sigut diverses les técniques que hem hagut d’emprar. L'us d'una o altra
técnica va dependre de les necessitats de cada moment. Si bé en alguns
casos es veia clarament la possibilitat de dur a terme analisis rapides i
senzilles per métodes directes, com I'espectrofotometria UV-visible, en
d'altres les interferéncies degudes a la matriu o a d'altres analits presents
(que haviem de determinar o evitar) han fet necessari I'is de métodes de

separacio.

Espectrofotometria UV-Vis

L’'us d’aquesta técnica ens ha permes la determinacié directa i rapida
d’alguns analits, sempre que la matriu ho permetia (basicament la
determinacions d’amino acids no mesclats (annex 1V) i d'acid mandélic
(annex V). Perd també ens ha servit per a seguir 'estabilitat d’algunes
membranes liquides (annex |) mitjangant I'enregistrament dels espectres de
I'agent transportador a la fase organica.

Les determinacions van realitzar-se en un equip d’escombrat de doble feix
amb cubetes de quars, prenent com a solucio per la cel-la de referéncia la
matriu on es trobava la mostra. Previ a la quantificacié de les mostres es
mesuraven els espectres de les mostres en el rang de longituds d’ona adient
per a determinar la preséncia de possibles interferéncies. Aquestes
interferéncies provenien basicament de la solubilitat dels dissolvents
emprats a la fase de membrana i que en molts casos van impedir I'Us
d'aquesta técnica per al seguiment de l'analit que transportavem (com per
exemple als annexos Il i lll). Un cop feta aquesta comprovacio, es procedia
a la mesura dels patrons per a la construccié de la corba de calibrat i
seguidament a la mesura de les mostres que es quantificaven per

interpolacié en aquesta recta.
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Fluorescencia

Les determinacions per fluorescéncia van ser aplicades a mostres d’amino
acids (annex lll). Per a realitzar-les va ser necessaria la derivatitzacié dels
amino acids amb Naftalé-dicarboxaldéhid en preséncia de cianurs tal i com
es troba detallat a I'apartat de metodologia de I'annex Ill. Com en d'altres
casos, vam partir d'un métode d'analisi descrit a la bibliografia ', perd vam
haver de comprovar l'efecte del medi en la derivatitzacié, que en aquest cas
va resultar ser nul i que va permetre la quantificacié a partir dels mateixos
patrons. D’altra banda, es va determinar el temps necessari per a que la
reaccio tingués lloc, aixi com el temps d'estabilitat de les solucions un cop
derivatitzades. Un vegada optimitzades les condicions de derivatitzacié es
van aplicar a la mesura dels patrons i de les mostres. La quantificacio es va
dur a terme per interpolacié en rectes de calibrat mesurades amb patrons

derivatitzats i mesurats al mateix temps que les mostres.

Analisi per Injeccié en Flux (FIA)

El sistema FIA emprat ens permet la derivatitzacié dels nitrits i la seva
determinacié amb un espectrofotometre UV-Vis en linia. Com en tots el
casos, la determinacié va ser optimitzada i la quantificacié realitzada per
interpolacié en la recta de calibrat trobada. Aixi mateix, periddicament es
realitzava la mesura de la solucio inicial de carrega per a controlar qualsevol

deriva o degradacio de les mostres.

Electroforesi capil-lar

En els casos en que necessitavem diferenciar entre mescles d'analits o en
aquells casos en que el medi no permetia la determinacié directa, es va
recorrer a una técnica de separacié, aquest és el cas de l'electroforesi
capil-lar. Aquesta técnica va ser emprada per a la determinacié d’anions

inorganics com el nitrit, el nitrat, el clorur, el sulfat, el fosfat (annex I),
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diferents amino acids aromatics i alifatics (annexos Il, Il i V) i la separacié
dels dos enantiomers de I'acid mandélic o de la mescla racémica (annex V).
Tots els casos van ser realitzats per electroforesi capil-lar en zona (CZE). En
totes les determinacions es va emprar un detector UV-Vis de diodes en linia.
En el cas dels anions inorganics la seva nulla o petita absorcié va fer
necessari I'us d'una determinacio indirecta , emprant un tampé de separacio
que absorbeix a l'ultraviolat. En el cas de les determinacions d'amino acids,
aquestes van ser fetes per determinacio directa els amino acids aromatics i
per determinacid indirecta els no aromatics. La separacioé dels enantiomers
de l'acid mandélic es va dur a terme emprant una ciclodextrina com a
selector quiral. Tots els métodes de separacio van ser optimitzats a partir de

meétodes establerts a la bibliografia, com es recullen als annexos (I-V).

1.2. MOSTREIG

En tots els casos, per poder seguir els experiments de transport a través de
membrana cal la presa de mostra, tant a la fase de carrega com a la
receptora, al llarg del temps. En el cas dels NO, (annex I) , on es van
realitzar les determinacions en continu mitjangant un sistema d’analisi FIA,
la mostra és directament inserida al cabal portador per ser derivatitzat i
detectat. En la resta de casos, el volum de mostreig depén de la técnica o
tecniques que emprem per a la determinacié dels analits. En les
determinacions de nitrits amb el sistema FIA, cada replicat consumeix uns
quants microlitres de mostra que son reemplacgats pels mateixos microlitres
de solucioé portadora (aigua en el nostre cas). En les determinacions amb
electroforesi capil-lar (CE) només ens calen uns 200 microlitres per a
realitzar diversos replicats mentre que les técniques espectrofotomeétriques
directes, UV-Vis, Fluorescéncia, AAS i ICP-OES necessiten uns mil-lilitres.
La presa de mostra es realitza bé amb micropipeta o bé amb els mateixos

tubs de tefl6 del muntatge experimental connectats a una bomba
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peristaltica. Les mostres es guardaven en vials de vidre o en vials de plastic
en el cas de la CE des d'on directament es fa la injeccié de la mostra a

I'instrument.

1.3. TRACTAMENT DE LES DADES

En els experiments de distribucié liquid-liquid determinem la distribucioé de
I'analit tot quantificant el seu contingut a les solucions aquoses inicial i final
després d’arribar a I'equilibri entre les fases. Aixi mateix, es determinen les
concentracions de totes aquelles espécies presents de les quals necessitem
conéixer el seu comportament. Les dades obtingudes les solem representar
en funcio del percentatge d'extraccio (%E) o del coeficient de distribucié (D).
El primer correspon al quocient entre la concentracio final en fase organica i
la inicial en fase aquosa en format percentual, mentre que el segon és el
quocient entre la concentracio final a la fase organica i la concentracio final

a la fase aquosa.

%E =

[[Q]j].;—jmoo D :%]]‘f (Equacions 4 i 5)

Als experiments de membrana quantifiquem les concentracions d’analit de
les solucions de carrega i receptora al llarg del temps que dura I'experiment,
amb la periodicitat adient per cada cas. Aquestes dades son transformades
en el coeficient de permeabilitat, P, que es un flux normalitzat per la
concentracid inicial d'analit emprada 2, i que es determina aplicant I'equacio
6 a les dades experimentals.

cC_Ss .
y =>p
n =V t (Equacio 6)

On Cy i C son els valors de concentracié de I'analit a la dissolucié carregada
al temps zero i t respectivament, V el volum de la dissolucié carregada i S
I'area efectiva de la membrana liquida (corregida pel valor de la porositat, si

s'escau). De 'equacio (6) i de la representacio del -In(C/Cy) front el temps
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tenim que del pendent de la recta representada podrem determinar el
coeficient de permeabilitat, P (un cop corregit per l'area i el volum de
solucié), que és una mesura de la velocitat del transport a través de la
membrana.

Als experiments de membrana realitzats amb la cel-la dissenyada al grup de
la Universitat de Lund (Figura 3) el tractament de les dades es va realitzar
de forma diferent. D’'una banda es va calcular el parametre anomenat
eficiéncia d’extraccié (E), que es defineix com el quocient dels mols que es
troben a la solucid receptora respecte els mols que hem posat a la fase
donadora, com indica I'equacié 7:

_CrWk
CoVo

E (Equacio 7)

On C correspon al valor de la concentracid, V al volum i els subindex Ri D a
les fases receptora i donadora respectivament. També hem fet servir la
relacio de concentracio a la fase receptora (Cr) respecte a de carrega (Cp),
que anomenem factor d’enriquiment i que hem emprat per caracteritzar la

preconcentracié aconseguida amb aquest sistema.

enriquiment = g—R (Equacio 8)
D

En el cas de les separacions quirals, per a representar la selectivitat del
sistema de membrana hem emprat el factor de separacié (a), que mostra la
relacio del flux d’'un enantiomer respecte a l'altre. Per a calcular aquest flux
hem fet servir el pendent inicial de la corba concentracidé vs. temps dels
experiments, que en els instants inicials és lineal. Un altre parametre emprat
a les separacions quirals i que nosaltres hem fet servir es 'anomenat excés
enantiomeric (%ee), que correspon al quocient de la diferencia de
concentracions dels dos enantidmers respecte a la seva suma (equacioé 9) a

la fase receptora.



0, _ ‘[D]R - [L]R‘ . .y
% ee = PRk 100 (Equacio 9)

On D es refereix a 'enantiomer D, L a la seva imatge especular i el subindex

R a que son concentracions de la fase receptora.

1.4. EXTRACCIO EN DISSOLVENT

L’extraccio en dissolvent o distribucio liquid-liquid és el procés basic de
caracteritzacié de les separacions amb membranes liquides. Aixi, els
fendbmens en membrana liquida es poden correlacionar directament amb els
fendmens d’extraccié en dissolvent. Malgrat que els primers tenen lloc en
condicions de "no-equilibri®, el coneixement de la cinética i els processos de
transferencia de massa que tenen lloc en els segons ens permetran
entendre i descriure els processos de permeacio d’especies a través de les
ML. El tipus d’interaccio fisico-quimic que es dona entre el nostre analit i el
transportador és semblant en els dos casos. Son els aspectes cinétics i la
forma en que arribaran a posar-se en contacte les solucions d’analit i de
transportador el que canviara. Es per aixd que s’acostuma a realitzar I'estudi
previ d’'un sistema de membrana mitjangant extraccions liquid-liquid.

En el nostre cas hem fet servir dos procediments diferents per a realitzar
'estudi d’extraccié. D’'una banda, hem fet servir els tradicionals tubs
d’extracci® amb tap (Figura 1). Aquests tubs de vidre de 25 cm® de
capacitat (en el nostre cas) son emplenats amb la solucié aquosa i amb la
solucié organica que volem assajar, generalment volums iguals. Un cop
tancats, les dues fases son posades en contacte en un agitador rotatori, per
a aconseguir una bona barreja. Passat el temps establert es para I'agitacid,
es deixa que les fases se separin bé per si mateixes o bé per centrifugacio i
les dues fases son recollides per separat per procedir a fer les
determinacions necessaries. Aquest procediment ha estat 'emprat en els

experiments dels annexos | a lll.
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D’altra banda, hem emprat un altre sistema per a les extraccions en dues
fases. Hem fet servir un vas termostatitzat de 150cm?® de capacitat per a dur
a terme l'estudi de distribucié liquid-liquid controlant una de les variables
quimiques en continu (Figura 1). Aquesta configuraci6 també ens ha
permés determinar les cinétiques d’extraccié. Un cop afegides les dues
solucions, aquosa i organica, iniciem l'agitacio turbulenta mitjangant un
agitador magnetic. Passat el temps establert es para I'agitacio, es deixa
separar les dues fases i es realitza la presa de mostra. En cas necessari es
continua agitant el sistema prévia addicié d’acid o base per a ajustar el pH
del medi. En els experiments dedicats a la determinacié de la cinética
d'extraccio, l'agitacié no ha estat turbulenta, siné prou suau com per a no

produir alteracions a la interficie entre les fases organica i aquosa.

Hisctrudes d'id
nepocdfic de
il deal
prucis

Enirada  “wigia per
ala Termostatitmcis

Figura 1.- Representacio dels dos procediments emprats per als experiments
d'extraccio en dissolvent. D'una banda, veiem els tubs d'extraccio (esquerra) i d'altra
la cel-la termostatitzada (dreta) on podem posar les dues fases i fer el seguiment de
pH, o d'alguns ions amb eléctrodes o realitzar la pressa de mostra amb la insercié
d'una sonda que travessi la fase organica (si aquesta es menys densa que l'aigua).

Les condicions dels experiments liquid-liquid depenen del coneixement previ

que es tingui del sistema en cada cas. Per exemple, a l'annex | I'estudi
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liquid-liquid va ser més extens, donat que es desconeixia totalment el
comportament del sistema, i d’altra banda va ser necessari preparar la
membrana mitjangant extraccio liquid-liquid.

En I'esmentat treball, la primera aproximacié realitzada va consistir en la
preparacio d'un transportador metal-lic per anions mitjangant I'extraccié d’'un
cati6 metal-lic des d'una soluci6 aquosa amb una fase organica que
contenia un extractant del metall. D'aquesta forma fariem una extraccié
liquid-liquid per a formar el transportador i un cop format es faria servir
aquest en l'extraccio o el transport de l'analit. Igualment es realitzaren
experiments per determinar la recuperacio de l'analit de les fases
organiques carregades a diferents fases aquoses receptores. D'aquesta
forma després de provar diferents complexes de Pd(ll) es va triar I'is d'una
solucié 34 mM del complex Pd(I1)-Cyanex471 (sulfur de tri-isobutilfosfina de
Pd(ll)) en querosé com a fase membrana, una fase de carrega 0.217 mM de
nitrit en medi acétic-acetat i una solucio de clorur sddic com a medi receptor
per als experiments inicials amb membrana. Igualment es va comprovar
experimentalment la impossibilitat de fer servir els complexes formats per
Pd(Il) amb Kelex100 (7-(4-etil-1-metiloctil) quinolein-8-ol), TBP (tributilfosfat)
o TTD (1,12-di-2-tienil-2,5,8,11-tetratiododeca) com a transportadors de
nitrit. Tot plegat ens permeté identificar les caracteristiques basiques que
havia de complir el nostre sistema per a emprar-lo en el seu Us en
membranes liquides:

o L'analit ha de presentar una afinitat moderada pel centre metal-lic
carregat a la fase organica, donat que ha de interaccionar amb ell
pero la reaccié ha de ser reversible.

= El centre metal-lic ha de mantenir posicions de coordinacio per a que
la interaccio entre el metall i I'analit pugui tenir lloc.

s El complex metal-lic format ha de ser estable a la fase organica.
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D’altra banda, vam emprar complexes organometal-lics comercials, solubles
en fase organica, com a transportadors d’anions. Concretament varem
seleccionar complexes organometal-lics de Pd(ll) que havien estat emprats
a la bibliografia per a la determinacié de nitrit amb eléctrodes selectius
d'ions, i dels que existia informacié referent a la corresponent interaccio, aixi
com complexes similars a aquests amb altres centres metal-lics, Co(ll). Aixo,
juntament amb alguna prova inicial d'extraccidé en dissolvent per a
comprovar la rapida extraccio del nostre analit i a la informacié obtinguda a
la primera aproximacio ens va donar les condicions inicials de treball en ML
amb el complex organometal-lic que millor va funcionar. Aquestes van ser
una solucié 1.0 mM de BPP-Pd(ll) (clorur de trans-benzil bis-trifenilfosfina
pal-ladi (Il)) en cumé com a fase organica, una solucié 0.217 mM de nitrit en
un medi de pH regulat amb b-morfolino-etanosulfonat monohidrat (MES), 50
mM, com a fase de carrega i una solucié de clorur sodic 0.2 M a pH 11.7
com a medi receptor (el clorur actua com a agent retro-extractant del nitrit en
les condicions indicades).

En el cas de I'annex Il, el coneixement previ de I'existéncia de la interaccié
dels amino acids amb el catié Pd(ll), aixi com del comportament del complex
BPP-Pd(Il) fet servir a I'annex |, ens va portar a assajar l'extraccio d'un
amino acid a diferents pH per comprovar la possibilitat d'emprar aquest
transportador per al nostre proposit. ElI primer pas, perd, va ser trobar un
dissolvent adequat per a I'is en MLS com per exemple el bis(2-etilhexil)
ftalat, també anomenat di-octilftalat (DOFT) que va ser el que millor va
dissoldre el complex d’entre els assajats. El diferent comportament observat
en les extraccions en funcié del pH (1,7 i 10), la rapidesa de I'extraccio a pH
alt i la practica nul-la extraccié en abséncia del transportador ens va
permetre iniciar rapidament els experiments de transport en MLS. Les

condicions de les que vam partir van ser: 0.9 mM de BPP-Pd(ll) en DOFT
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com a fase membrana, una solucié de carrega 0.1 mM de Trp en medi fosfat
a pH 10 i una fase receptora 0.1 M en HCI.

A l'annex lll, el coneixement del funcionament del sistema adquirit a I'annex
Il ens va dur a establir unes condicions concretes per als experiments
d'extraccio. Aixi es van emprar volums iguals d'una fase organica 0.15 mM
de BPP-Pd(ll) en DOFT i d’'una aquosa 0.1 mM d'amino acid a diferents pH
regulats amb tamp¢ fosfat (1=0.1M) des de pH 4 fins pH 12 6 bé amb medi
HCI (I=0.1M) per treballar a pH 1. La relacié de concentracions entre
I'extractant BPP-Pd(ll) i 'amino acid pretenia obtenir extraccions totals per
aquells amino acids extractables. El temps de contacte va ser establert en 4
hores (un cop comprovat que en aquest temps s'assolia l'equilibri). En
aquest cas, la finalitat dels experiments era una mica diferent que als casos
anteriors, donat que es realitzaven no solament com a pas previ per
I'establiment de condicions als experiments de membrana, sind que tenien
un objectiu propi. Es van fer servir els resultats obtinguts per a identificar les
causes que diferencien el comportament dels amino acids estudiats en la
seva interaccié amb el transportador de Pd(ll), com s'explica més endavant
a l'apartat d'estudi de la selectivitat en ML (1.5.6).

En el cas de la separacio quiral (annex V), primer es van realitzar proves de
distribucié liquid-liquid per a determinar tant I'extracci6 com la retro-
extraccio del nostre analit, 'acid mandélic. L'extraccio es va realitzar des de
solucions 10 mM d’acid mandélic i 10mM de HCI. A continuacio i emprant la
solucié organica del procés d’extraccid anterior (carregada d’acid mandélic),
es va assajar la re-extraccié emprant dues fases receptores diferents, d’'una
banda aigua i d’'una altra una solucié tamponada a pH 8 amb TRIS-HCI. Aixi
mateix, es van realitzar experiments similars, en abséncia bé de I'analit, bé
del transportador, per caracteritzar el seu comportament per separat. Com es
pot apreciar a 'annex V, aquests experiments van permetre comprovar que

tant a I'extraccid com a la re-extraccid I'enantiomer D de l'acid mandélic
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roman en major proporcio a la fase organica que I'enantiomer L. També ens
va permetre veure que el transportador emprat en aquest cas es distribueix
apreciablement cap a la fase aquosa en contacte, donada la seva gran
solubilitat, tant cap a les solucions de carrega en el procés d’extraccié, com
cap a les solucions receptores amb nomeés aigua en el procés de re-extraccio.
Es va determinar la influéncia del pH de la solucié receptora en I'extraccio
enantioselectiva de I'acid mandélic, tot determinant també la distribucié de la
cinconidina. Aquest estudi es va realitzar amb la cel-la termostatitzada que
es mostra a la Figura 1. En aquest cas, s’empra inicialment una fase
organica 1mM de cinconidina en dodeca-decanol i una fase aquosa 1TmM d’
acid D,L-mandélic a pH basic. Es realitzaven addicions d’aliquotes d’acid
per tal d’anar variant el pH de la fase aquosa, i mitjangant I'agitacio
turbulenta s’assegurava I'establiment de I'equilibri. Es deixaven separar les
fases, es mesurava el pH i es prenia la mostra per a la posterior
determinacié de la concentracié dels enantiomers de I'acid mandélic i de la
cinconidina que podia haver-se distribuit des de la fase organica. Ilgualment
hem realitzat aquests experiments en abséncia de [l'analit o del
transportador. D’aquesta forma hem aconseguit tenir en tots el casos punts
de la corba de distribucio liquid-liquid al llarg de tot el rang de pH desitjat.
Dels resultats obtinguts, hem pogut apreciar que la distribucié6 de I'acid
mandeélic cap a la fase organica es produeix en abséencia de transportador
(cinconidina), pero la diferenciacié dels dos enantiomers és nul-la sense la
seva preséencia. També hem observat que el transportador es perd cap a la
fase aquosa de forma molt important a pH relativament acids (per sota del
primer pK, de la cinconidina, 5.8), perd aquesta pérdua és menor en
preséncia de I'analit, doncs s’estabilitza el corresponent complex a la fase
organica. Aixi mateix veiem, que la interaccio entre el transportador i I'analit

es pot dur a terme bé a la interfase, com atribuiem en els casos anteriors, o
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bé a la mateixa fase aquosa de carrega, donat que bona part del

transportador es troba en aquesta fase aquosa.

1.5. ESTUDIS DE MEMBRANES

Un cop tenim la metodologia d'analisi i hem trobat, bé experimentalment
(extraccio liquid-liquid), bé a la literatura, les condicions inicials per a
realitzar els experiments de membrana, podem iniciar la caracteritzacio
d’aquests sistemes. L'estudi de les membranes liquides acostuma a fer-se
sobre les diferents fases en que té lloc el transport: la fase de membrana, la
fase de carrega i la de descarrega (fase receptora). Els experiments no
busquen la optimitzacié del transport, sin6 el coneixement de l'efecte de
cadascuna d'aquestes fases en el transport. Finalment, comprovem
I'existéncia de transport no facilitat, si el transport és acoblat, aixi com la

selectivitat del nostre sistema.

1.5.1. Procediment de preparacio de les membranes

Membranes de volum

Les membranes de volum es preparen per dissolucié o dilucié del
transportador i/o els co-transportadors en la fase organica adequada. En el
cas de que la dissolucio sigui lenta, com és el cas del clorur de benzil-bis-
trifenilfosfina pal-ladi (I), ens ajudem del bany d’ultrasons. Un cop dissolt es
procedeix a buidar la soluci6é organica a la cel-la, juntament amb les fases
aquoses, tot evitant la “barreja turbulenta”. En el moment d’iniciar-se
I'agitacid mecanica es considera que comencga el procés de separacié. De
membranes de volum n'hem fet servir en dos formats, un de concéntric i un
altre en forma d'H. L'avantatge del segon és la facilitat amb que podem
agitar totes dues fases aquoses i la fase organica, fet que millora el contacte
no turbulent entre les fases aquoses i la organica i millora doncs la

reproductibilitat dels resultats, respecte al format concéntric. En tots els
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casos es treballava en un laboratori termostatitzat (23 °C), per controlar i

minimitzar les pérdues de dissolvent.

ML
Fase de
| Carrega
o .
Receptora —

Figura 2.- Representaci6 dels dos formats de ML de volum emprats als experiments. A
I'esquerra es troba el format conceéntric i a la dreta el format en H o de Lewis modificat.

Membrana suportada

El procediment per a la preparaci6 de la membrana és idéntic a les
membranes de volum. La variacio es produeix en el moment en que la
solucié de membrana esta llesta. En aquest cas es procedeix a la immersio
d'un suport poliméric (PVDF, PE...) en una aliquota de la soluci6 del
transportador. En funcié de la viscositat del dissolvent, de la similitud de
polaritats del suport i el dissolvent, etc., la impregnacié del suport sera més
0 menys rapida. Per assegurar una impregnacio meés homogénia i
reproduible acostumem a realitzar aquest procés ajudats d'un bany
d’'ultrasons. D’aquesta forma s’accelera I'entrada del dissolvent i la sortida
de l'aire dels porus del suport.

Un cop impregnat, deixem escérrer I'excés de solucié que conté el suport i
que no es troba retingut als seus porus. Col-loquem el suport dins de la

cel'la, bé sigui la cella dissenyada al nostre Grup de recerca (Grup de
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Técniques de Separacio, GTS), bé la cel-la dissenyada al Grup de Recerca
del Professor Jan Ake Jonsson (Lund—Suécia). En el primer model de cel-la
(Figura 3, Model GTS), on la membrana es col-loca en una finestra rodona
que separa els compartiments on aniran les solucions aquoses, seguidament
es procedeix a omplir els dos recipients per les mostres aquoses (de carrega i
receptora), es col-loca la tapa amb els motors eléctrics i en engegar-los es
comenga a contar el temps de I'experiment. En el segon model de cel-la
(Figura 3, Model Lund), on la zona de contacte correspon a un circuit en
espiral, enrosquem els connectors que permeten I'entrada dels tubs de teflé
que porten les solucions. Submergim aquests en aigua que impulsem per tot
el recorregut per a eliminar I'excés de solucio organica que hi hagi a ambdds
costats de la membrana. Posteriorment submergim els tubs en les solucions
de carrega i de descarrega i comencem a contar el temps en el moment en
que les solucions arriben a la sortida dels tubs, després d’haver passat pel
circuit en espiral gravat a la cella que esta en contacte amb la MLS. En
aquests sistemes emprem membranes noves en cada experiment. Com

abans, es treballa a temperatura controlada (23 °C).

Model GTS Model Lund
Agitadors

/ \ Sorht!z’i . Entrada de
Solucio i
e - Solucio

Membrana

: g -

Fase de Fase Recorregut en Espiral
Cirrega Receptora Sortida de TEntrada de

Ubicacié de la Membrana Solucio Solucié

Figura 3.- Representacié dels dos models de cel-la de MLS emprats als experiments.
A l'esquerra el model dissenyat al nostre grup de recerca (Grup de Técniques de
Separacio, GTS). A la dreta el model dissenyat a Lund (Suécia) on fem recircular les
solucions de carrega i descarrega pel circuit gravat al modul des de dos recipients
exteriors.
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Membranes composit activades (MCA)

La preparacié de les membranes MCA es fa en dues parts. Primer formem
el suport macroporos i després creem la capa densa activada a sobre
d’aquest suport, com hem descrit a la introduccid.

A la primera part, es dilueix la polisulfona en DMF per formar una solucié al
15% en massa. Per fer-ho es col-loca en un balé de reaccidé i es deixa
agitant durant tota la nit. L’endema ens trobem una solucié groguenca una
mica viscosa. Amb aquesta solucié podem preparar la base porosa per a la
nostra membrana sobre un paper no teixit ben estirat en un vidre. Ens
ajudem de varetes de vidre i de cinta aillant per a tensar i subjectar el paper
en l'aire, sense tocar directament al vidre. Posem el vidre en un lloc ben pla.
Aboquem una porcié de la solucid de polisulfona en un extrem del paper i
amb I'ajuda d’un controlador de gruix estenem la solucio per sobre del paper
en una sola passada. Introduim ara tot el conjunt (paper + vidre) en aigua
destil-lada refredada amb gel (temperatura inferior a 5 °C) per a produir la
inversio de fases. La introduccié ha de ser decidida i continua per a evitar la
formacié d’esquerdes o replegaments en la capa de polimer. Uns minuts
després es treu de l'aigua, se separa del vidre la membrana unida al paper
no teixit, es renta amb abundant aigua destil-lada i es conserva en remull.

Un cop preparat el suport poliméric, procedim a realitzar el recobriment dens
de poliamida. Per aixd preparem dues solucions, una d’organica i una altre
d’aquosa. Totes dues han de ser preparades poc abans de fer-les servir. La
primera es prepara dissolent 1,3,5- triclorur de tricarbonil benzé i el
transportador de naturalesa organica en hexa. La segona conté 1,3-
fenilendiamina en aigua i una mica de dodecil sulfat sodic com a
estabilitzant. Es prepara llavors un vidre on estendrem la capa polimeérica de
polisulfona unida al paper preparada. S'impregna la solucié aquosa amb un
pinzell per la cara on hem dipositat la polisulfona. Es treu I'excés de solucio

aquosa amb un rodet dessecant i es mulla la capa ja impregnada amb la
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solucié organica. En contactar les dues solucions en la superficie de la
polisulfona es genera la capa de poliamida (polimeritzacié interfacial), que
deixa atrapat el transportador.

Passats uns minuts, un cop deixat reaccionar, es renten les membranes per
a treure I'excés de solucié que no ha reaccionat i es fiquen a I'estufa a 45-60
°C durant 10-15 minuts per a evaporar I'hexa. Les membranes un cop
eixutes es guarden protegides de la llum per prevenir la descomposicié de
les restes de I'amina i del propi extractant organic.

Amb els fulls de membrana preparats podem retallar la superficie
necessaria per incorporar-la a la cel-la que farem servir. Un cop retallada la
col-loquem a la cel-la vigilant de posar la cara amb la capa densa sempre
del mateix canté (generalment mirant a la solucié de carrega). Un cop
fixada, el procediment és el mateix que a les MLS amb la diferéncia de que
no canviarem la membrana en els experiments de reproductibilitat, i sols la

canviem a la resta d’experiments.

1.5.2. Composicio de la Membrana Liquida

El parametre que més s'estudia a les variacions efectuades a la propia
membrana en els experiments amb membranes liquides és la concentracio
del transportador que fem servir. Un altre és la variacio del dissolvent, que
sol realitzar-se a les proves prévies d'extraccio en dissolvent, i que depén en
gran part del format de membrana que farem servir. En d'altres casos,
caldra afegir additius o modificadors a la membrana per augmentar la

solubilitat del complex que es formi o per millorar la selectivitat.

Dissolvents i transportadors

A l'annex | trobem com fem servir dos transportadors i dos dissolvents
diferents per a dur a terme el transport de nitrits. En el primer cas podem

realitzar la formacio del transportador carregat amb el centre metal-lic en
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medi querosé. Aquesta barreja de compostos alifatics i cicles no aromatics
presenta unes molt bones caracteristiques per a [l'estabilitat de les
membranes liquides. Aixi vam poder emprar una concentracio maxima 0.28
mM de complex Pd(ll)-Cyanex471 per als experiments en membrana de
volum. En el cas del complex BPP-Pd(ll) aquest dissolvent no va permetre
una bona dissolucié del transportador, pel que vam haver d'emprar el cumé
(iso-propilbenze), que malgrat no ser el dissolvent més adequat per treballar
amb ML ens permetia tenir dissolucions 1 mM de BPP-Pd(ll). Pel cas dels
annexos Il lll, el cumé no era molt adequat pel format de membrana que es
volia fer servir (MLS), pel que es va intentar la dissolucié en un altre
dissolvent. El dissolvent triat va ser el bis-(2-etilhexil) ftalat, anomenat
DOFT. Aquest dissolvent permeté treballar amb solucions 0.9 mM de BPP-
Pd(ll), pel que vam podem variar la concentracié del transportador a la MLS
des de O fins a 0.9 mM. En el cas de la membrana comp0osit activada no
parlem d'una concentracié de transportador a la membrana, si no que ens
referim a la concentracid del transportador a la solucié de preparacio
emprada. Aixi en el cas de l'annex IV es va treballar amb membranes
preparades amb solucions de 0 fins a 1200 mM de DEHPA en hexa. Pel que
fa a 'annex V, també vam treballar amb dos dissolvents diferents a la fase
membrana. En aquest cas és molt important el paper del dissolvent en el
transport enantioselectiu, donat que les interaccions que es produeixen en el
reconeixement quiral entre el transportador i I'analit son més febles que les
interaccions del propi dissolvent tant amb I'analit com amb el transportador.
Aixi, es va estudiar el comportament del sistema en dos dissolvents ben
diferenciats, d’'una banda s’empra el cloroform i d’'una altra una barreja de
dodeca-decanol (el decanol s’afegeix per a millorar la solubilitat de la
cinconidina i el transport enantioselectiu). La solubilitat de la cinconidina és
major en el primer cas i per tant, les major interaccions del dissolvent amb el

transportador fa que la diferenciacioé entre els dos enantiomers sigui menor
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que en dodeca-decanol. Es més, s’aconsegueix la maxima diferéncia entre
els dos enantiomers a una concentracié de transportador en cloroform
quatre cops major que en dodeca-decanol, confirmant aixi que la major
interaccid del dissolvent amb el transportador entorpeix la interaccio
enantioselectiva amb I'analit.

L'efecte general que es troba a les membranes liquides en augmentar la
concentracio del transportador és un augment del transport que arriba a un
valor limit. La raé d'aquest comportament es el reflex del mecanisme de
transport que té lloc. El nostre analit ha d'arribar des del si de la solucié de
carrega a la interfase amb la membrana, difondre a través d'aquesta
interfase, interaccionar amb el transportador i difondre a través de la fase
membrana. En augmentar la concentracio de transportador podem millorar
la interaccio de I'analit amb aquest i per tant fer que només les difusions a la
interfase i a la fase membrana siguin els parametres que controlen la
velocitat del transport. Aixo és el que observem a I'annex Il (Figura 3) i Ill.
Molt a prop del limit de solubilitat del transportador veiem que I'augment de
la concentracio d'aquest millora cada cop menys el transport. En l'annex IV
(Figura 2) tenim un comportament similar. En augmentar la concentracié del
transportador arribem a un limit de velocitat de transport abans d'arribar a
una concentracido limit del transportador a la membrana. Aquest
comportament els dona més caracter de membranes liquides que de
membranes solides, on normalment un increment de la concentracié del
transportador genera un increment quasi exponencial del transport 3. A
'annex V trobem una situacio particular, donat que en aquest cas busquem
la maxima diferenciacio dels dos enantidomers, no el maxim flux. D’aquesta
manera la relacié de concentracions inicials analit/transportador és un
parametre determinant en la separacido enantioselectiva, malgrat que
s’obtingui un flux total meés petit. Aixd ho expliquem pel fet que, augmentant

la quantitat de transportador respecte la d’analit, existeix menys
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competéncia entre els enantiomers per ell i per tant el transport sera menys

enantioselectiu.

Additius i Modificadors

Existeix la possibilitat de que la nostra fase de membrana no sigui estable o
que necessiti d'algun additiu per a millorar el seu funcionament. Molt sovint
cal modificar la polaritat del medi per a millorar bé la solubilitat del
transportador, bé la interaccié de I'analit amb la fase membrana. O pot ser el
que cal és introduir alguna altra substancia que permeti canviar les
propietats de la membrana respecte a la solubilitat del complex
transportador-analit, termodinamica de la reaccié quimica, etc. La primera
opcio sol realitzar-se afegint un dissolvent més polar al dissolvent que
normalment emprem. Els més utilitzats son els alcohols alifatics de cada
llarga (decanol, dodecanol...) que permeten augmentar el caracter polar de
la membrana, perd que també la fan més hidrofila i per tant més inestable
front a les pérdues per emulsid, pel que cal trobar un punt d'equilibri que ens
permeti millorar les nostres propietats sense inestabilitzar massa la
membrana. La segona opcid sol implementar-se afegint un segon
transportador, que en menor proporcid que el primer permet canviar bé la
forma amb que l'analit entra a la membrana, bé la forma en que el complex
analit-transportador interacciona i es mou dins la membrana. Aquests
modificadors poden ser bescanviadors idnics que no només afecten per
poder realitzar el bescanvi de l'analit, siné6 perqué introdueixen a la fase
membrana contraions que modifiquen la forma en que altres ions, a part de
['analit, entren a la fase membrana.

En el transcurs dels experiments realitzats hem fet Us de tres
modificadors/additius de membrana, dos els trobem a I'annex |. En el primer
cas, fem servir el dodecanol com a modificador de la fase organica en un

rang del 0 al 20%. La ra6 del seu us és millorar la solubilitat del complex
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format entre el nostre analit (nitrit) i el transportador (el complex Pd(ll)-
Cyanex471). Durant el transcurs de I'extraccié es podia apreciar la formacio
d'un enterboliment a la interfase entre la solucidé de carrega i la membrana.
La presencia d'aquest alcohol alifatic de cadena llarga permet millorar la
solubilitat de les espécies més polars respectant fins a cert punt I'estabilitat
de la membrana (rad per la qual es va triar una solucié de compromis amb
el 5% de dodecanol). Aquesta addicid6 no només afecta a la solubilitat del
complex, sind que també afecta a la solubilitat de la resta d'espécies i a la
difusié d'aquestes.

En el segon cas, fem servir una sal d'amoni quaternari (TDMACI) com a
estabilitzador de la forma carregada del complex BPP-Pd(I1)-NO,". Si bé s’ha
mostrat que I'us d'aquest complex en eléctrodes permet millorar la resposta
del sensor corresponent respecte al nitrit *, en el nostre cas no només
apreciem la millora del transport i la selectivitat, sin6 que a més ens genera
una major perdua del centre metal-lic cap a les fases aquoses. Aix0 es
podria explicar pel fet que afavorim la formacié de I'espécie doble carregada
del complex amb nitrits que sembla ser més labil ’.

El tercer cas, a 'annex V, té la particularitat de mostrar un objectiu diferent.
Si bé normalment volem obtenir el maxim flux del nostre analit, en aquest
cas el que es vol obtenir és la maxima separaciéo de dos enantiomers. Es
déna la particularitat que trobem un maxim per a la diferenciacié dels dos
enantiomers fent servir una mescla del 50% de decanol (additiu) en dodeca,
malgrat que el flux dels dos enantiomers augmenta en augmentar la
quantitat d’aquest additiu. Aixo s’explica pel fet que amb I'additiu augmenta
la solubilitat d’ambdds enantidmers a la membrana, tot disminuint la

selectivitat quiral de la mateixa.
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1.5.3. Composicio de la solucié de carrega

Dins de la solucié de carrega son basicament tres els parametres que meés
influeixen en el comportament del transport a la ML: la concentracié de
I'analit, la diferéncia de la forga ionica del medi respecte a la solucié

receptora i sobre tot, el pH del medi i el seu manteniment.

Concentracio de l'analit

El transport en una ML es fonamenta en el gradient del potencial
electroquimic entre les fases aquoses en que es mou l'analit en estudi, com
hem definit a la introduccié. Una bona part d'aquest gradient pot ser degut al
seu gradient de concentracio. Ara bé, aquest flux té un limit i a partir d'una
determinada concentracié d’analit el bombeig de la membrana no
s’incrementa. Com en la majoria dels casos representem el flux relatiu a la
concentracié a la fase de carrega (permeabilitat), si ens apropem a aquest
flux limit, la permeabilitat tendira a disminuir. Aixi, sera més dificil veure
petits canvis en aquest coeficient quan més petit sigui el seu valor. Es per
aixo que se sol treballar en unes condicions de compromis on el flux d'analit
€s prou gran com per poder monitoritzar el seu pas cap a la fase receptora
pero la concentracid d'analit inicial no és massa gran com per no apreciar
les variacions del coeficient de permeabilitat.

Aixi doncs, als estudis realitzats apreciem que les concentracions d'analit
emprades acostumen a ser molt semblants entre si: 0.1 mM pels amino
acids als annexos Ili lll, 0.2 mM pel nitrit a I'annex | 6 0.5 mM pels amino
acids a l'annex IV. En aquest darrer cas, que és el més diferent de tots, es
va haver d'estudiar el rang de concentracions a treballar, donat que el
menor coeficient de difusié a la membrana composit va necessitar d'una
concentracid d'analit major per poder apreciar el flux a la solucié receptora.

En el cas de I'annex V, com era el cas de I'annex IV, és necessaria una
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major concentracio d’analit a la solucioé de carrega per poder apreciar el seu

transport.

Ajust de la forga ionica

La diferéncia de forca idnica entre les dues fases aquoses separades per la
membrana genera una pressio osmotica que és proporcional a aquesta
diferéncia de concentracié. La pressid osmotica tendira a igualar les
concentracions d'ambdues fases fent passar el dissolvent, en aquest cas
'aigua, de la més diluida a la més concentrada. Tant en el cas de les
membranes de volum com a les MLS estudiades aquest efecte ens ha estat
minim, donat que en alguns casos hem igualat o disminuit la diferéncia en
forca ionica de les dues fases amb el tampd de pH (annex | a Ill). En canvi,
en el cas de l'annex IV treballem amb solucions forca concentrades i els
treballs anteriors amb cations metal-lics amb aquestes membranes ens
indicaven que era necessari aquest ajust. Tot i aixi, no hem apreciat cap

diferéncia entre els experiments ajustant la forga idnica o sense ajustar-la.

Control del pH

Aquest és un factor que pot afectar molt al transport en ML. No només per
afectar a I'especiacié del nostre analit en fase aquosa, siné perqué també
afecta al transportador aixi com al flux de protons o hidroxils que es pot
generar per efecte del gradient de pH creat. En gairebé tots els casos
estudiats hem hagut de treballar amb una solucié reguladora de pH.
Aquesta, no només ens ha de regular el pH, sin6 que ha de ser neutre
respecte al transport del nostre analit o bé ha d'afavorir-lo. Aixi en el cas de
I'annex |, treballant amb el transportador Pd(l1)-Cyanex471 es va veure que
la millor solucio era treballar amb el tampé acétic/acetat, malgrat que es van
provar altres solucions reguladores que poden ajustar el pH al mateix

interval (citric/citrat i formic/formiat). En canvi, en treballar amb el
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transportador BPP-Pd(ll) es van trobar diferencies significatives entre I'us de
I'anterior tampd i el descrit a la referéncia on vam trobar aquest
transportador, la MES *. En aquest cas no es podia jugar molt més amb el
pH de la solucié de carrega, donat que sabiem que a pH majors el transport
disminuia perd tampoc podiem baixar meés el pH donada la inestabilitat i la
perillositat del nitrit en la seva forma acida. En canvi, en els estudis dels
amino acids i de la separacié quiral si que es podia aprofitar més aquest
parametre, del rang de pH (annexos Il a V). En el cas dels amino acids la
seva especiacioé canvia molt en funcié del pH. Aixd ens permet jugar amb la
forma que presenta l'analit als diferents pH per afavorir la seva entrada a la
membrana i la seva interacciéo amb el transportador aixi com la seva sortida
de la mateixa. Es per aixd que en els annexos Il i lll estudiem un rang de pH
molt ampli (de 4 a 12) perd acabem treballant a un pH alt a la soluci6é de
carrega, que afavoreix la forma desprotonada del grup amino i per tant una
millor interaccié amb el centre metal-lic de Pd(ll), mentre que en el cas de
I'annex IV sén els pH al voltant del punt isoeléctric (pl) els que afavoreixen
I'entrada de I'amino acid a la fase membrana i estudiem un interval de pH de
0.5 a 4. Com hem comentat a I'apartat 1.4, en el cas de I'annex V era molt
important el pH inicial de la solucio, donat que influira en I'especiacio tant de
I'acid mandelic com de la cinconidina. Aixi mateix i com en el cas de I'annex
IV, la forma neutra de l'analit és la que més facilment pot penetrar a la
membrana per ser transportada. Cal destacar que la preséncia de la
cinconidina fa dificil I'is de solucions amortidores. Molts d’ells precipiten en
contactar amb aquesta espeécie. Tot i aixi, la variacié del pH es produeix en
els primers segons de contacte entre les fases donada I'’elevada solubilitat
en aigua del transportador i al seu caracter acid-base, no produint-se canvis
importants al llarg de I'experiment de transport enantioselectiu. Tot i aixi, és
interessant constatar que en el cas dels annexos Il i lll en tot moment

necessitavem de l'ajust del pH amb un tamp¢é fosfat, que en el cas de
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I'annex Il tenia una forga ionica 0.05 M i en l'annex Ill era 0.1 M, mentre que
a l'us de les membranes composit (annex V) I'is del tampé formic/formiat a
pH 3.5 no va aportar diferéncies constatables al flux d'amino acid durant les
primeres 6 hores d'experiment, que eren les que monitoravem, malgrat que
si que s'apreciava una variacio de pH que en experiments meés llargs

necessitarien aquesta regulacio.

1.5.4. Composicio de la fase receptora

Un cop hem aconseguit introduir a la membrana el nostre analit des de la
solucié de carrega cal recuperar-lo des de la fase receptora. En el nostre
cas hem jugat amb dues formes d'aconseguir-lo: la competéncia pel centre
d'unié del transportador i I'especiacido de l'analit o del transportador. Al
primer cas fem servir una altra espécie que presenti afinitat pel centre d'unio
al transportador i que permeti establir un procés de bescanvi del nostre
analit per aquest competidor, bé perqué sigui més estable el complex amb
aquest competidor, bé perqué puguem bescanviar-lo per tenir aquest una
concentraci6 més elevada que permeti desplagar I'equilibri. A la segona
aproximacio canviarem l'especiacio del nostre analit o del transportador (en
el nostre cas el protonarem o desprotonarem) per canviar la interaccié que
hi ha entre ells. Aquests dos casos no son excloents, de fet en el cas que
puguem fer sortir I'analit del complex amb el transportador, quasi sempre

haurem de deixar alguna altra espécie que ocupi el seu lloc.

Bescanvi d'ions

Aquest plantejament ha estat explotat sobre tot a l'annex |. Al primer
transportador fet servir (Pd(Il)-Cyanex471) es van assajar dos anions per
aconseguir el bescanvi dels nitrits extrets des de la fase de carrega, el clorur
i el tiocianat (SCN’). El primer presenta una afinitat pel pal-ladi (Il) menor

que el nitrit, pel que caldra una major concentracio per desplagar al nitrit del
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centre metal-lic. El tiocianat en canvi és més afi per aquest metall que el
mateix nitrit, pel que s'espera que facilment el pugui desplagar, com aixi
passa. Perd no només l'afinitat pel transportador importa en la possibilitat de
realitzar el bescanvi, també la facilitat que tingui aquest i6 per entrar o
apropar-se a la fase membrana marcara les possibilitat d'aquests ions a
I'hora de fer efectiu el bescanvi. Aixi és conegut que en els electrodes amb
bescanviadors no selectiu d'anions com a transportador, els diferents analits
assajats tenen un comportament que segueix la seérie anomenada de
Hoffmeister °, que els ordena en funcié de la seva lipofilitat, és a dir, que la
resposta dels anions depéen de la seva lipofilia o de la seva capacitat per
entrar a la fase més lipofila. L'ordre en que trobem els anions és :
ClO4>SCN™>I">NO3>Br>NO,>CI

Es a dir, que el tiocianat no només és més afi pel centre metal-lic, siné que a
més és més lipofil que el mateix nitrit.

En aquest cas a més, ens vam trobar que el tiocianat produia unes grans
pérdues del centre metal-lic cap a la fase receptora, i per tant va haver de
ser descartat el seu us. Per aix0 sols es va emprar NaCl en un rang de 0.2 a
2M, no trobant-se diferéncies en aquest rang de concentracions.

Amb el segon transportador emprat a l'annex | (BPP-Pd(ll)), també vam fer
servir I'id CI, a més del perclorat sodic i els mateixos hidroxils. Degut a que
el perclorat presenta una afinitat menor pel centre pal-ladi, perd és més
lipofil que el nitrit es va provar com a agent re-extranctant, perd va haver de
ser descartat per les grans pérdues que produia de metall de la fase
organica, bé per formacié de complexes de Pd, analogament a com ho fa el
Pt ©, bé per provocar canvis en l'entorn del Pd a la fase membrana
desestabilitzant-lo. Vam provar doncs, un anié menys lipofil que el nitrit i
també amb una menor afinitat pel Pd(ll), el clorur. Es van provar solucions
de 10 a 200mM en NaCl en una solucié tamponada amb MES 0.05M a pH

5.5 (mateix tampd i pH que la solucié de carrega). En aquest cas podiem
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apreciar un cert transport, que s’incrementava fins assolir el maxim a una
concentracio de CI" de 150mM.
Donat que aquest transportador és molt sensible al pH del medi 4, vam
provar solucions d'hidroxid sodic (1 mM) com a solucié receptora. Aquesta
solucié produia un transport dl mateix ordre que I' observat amb la solucio
de clorur sodic al mateix pH (11.7), és a dir, que semblava que la major part
de l'efecte provenia de la concentracid d’hidroxils que no pas de la
presencia de Cl". Per aixd vam provar solucions receptores de NaCl 150mM
a diferents valors de pH, des de pH 4.5 fins a 12, tot emprant dues solucions
reguladores per augmentar i controlar el pH en diferents zones de pH. La
MES a pH baixos (pK, 5.5), i el Tris-(hidroximetil)-aminometa (TRIS) a pH
alt. La preséncia de TRIS incrementa el transport de nitrits, alhora que
augmenta la pérdua del centre metal-lic de la membrana. Aixi, d’'una banda
podem dir que a pH basic la recuperacio del nitrit €s més efectiva, tot i aixi,
una part important queda unit al centre metal-lic que hi ha a la membrana.
D’altra banda, I'is del TRIS ens permet la recuperacié del nitrit que es
quedava a la membrana, pero destruint el transportador.
Tot plegat, ens permet definir una nova caracteristica que ha de tenir el
nostre sistema de ML de manera que:
o L'espécie a la fase receptora ha de ser anidnica com el mateix analit i
que la seva afinitat pel centre metal-lic ha de ser moderada respecte
a l'analit, doncs cal que pugui desplacar-lo del centre metal-lic, perd
no el pot deixar bloquejat ni ha de produir la pérdua cap a la fase

receptora del centre metal-lic.

Especiacio
A la resta de casos estudiats hem aprofitat la diferent afinitat de la forma

protonada o desprotonada dels analits o del transportador per a aconseguir

la recuperacio de la nostra espécie. Aixi a I'annex Il vam estudiar diferents
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acids com a fase receptora a una forga ionica (0.1 M): HCI, HNO3, H,SOy i
HsPO,. Els tres primers no tenien diferéncies significatives entre ells, mentre
que l'acid fosforic degut a la seva menor acidesa a la concentracié assajada
va resultar ser un medi poc adient com a recuperador. Per comprovar I'
efecte poc important del clorur en aquest transport, a diferéncia del que
passava a l'annex | amb el mateix transportador, es va provar una solucio
de NaCl a la mateixa concentracié que la d'acid corresponent sense obtenir
cap transport. Es a dir, el factor més important és el menor pH a la solucié
receptora que permet la protonacié de l'analit, deixant de ser favorable la
complexacié del metall del transportador.

Es van provar diferents concentracions d'acid clorhidric (de 0.05 a 1M),
obtenint-se els millors resultats per a la solucié 0.1M. Es per aixd que els
experiments de I'annex Ill van ser realitzats amb aquestes condicions.

El cas de I'annex IV, formalment fem servir una aproximacio diferent, el que
variem és la protonacié del transportador mateix. Transportem la forma
protonada de I'amino acid i la bescanviem per protons a la fase receptora.
En el si de la solucié de carrega, el pH existent fa predominar la forma
amfiprotica de I'amino acid, que pot difondre més facilment a la fase
membrana. Ara bé, el pH de la soluci6 receptora fa que el transportador es
protoni, alliberant aixi 'amino acid, de manera que es trobara en aquest
estat fins que arribi de nou a la interfase amb la solucié receptora on pot
desprotonar-se o cedir el seu proté a l'analit que es troba en aquest
interfase o que esta ja dintre de la membrana.

Entre els acids testats com a fase receptora a I'annex IV si que hem apreciat
diferéncies importants. Si bé l'acid sulfuric sols presenta una menor
efectivitat que I'acid clorhidric, I'acid nitric €és molt menys efectiu que aquests
dos.

Tot plegat fa que de les concentracions de HCI provades (0.001 a 2M) ens

quedem amb la ultima.
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A I'annex V hem tret partit de la variaci6 amb el pH de la distribucio entre la
fase organica i la fase aquosa tant de I'acid mandélic com de la cinconidina.
A pH elevat, la cinconidina es desprotona, sent més estable a la fase
organica, mentre que l'acid mandélic, que també es desprotona, queda
carregat negativament i és més soluble a la fase aquosa. Es important en
aquest cas que el pH d’aquesta solucié es mantingui constant, donat que a
pH neutres o lleugerament acids la cinconidina es protona, augmentant la

seva solubilitat a la fase aquosa.

1.5.5. Transport facilitat i transport acoblat

La comprovacié de I'existéncia de transport facilitat o no facilitat, és a dir el
transport que es produeix en preséncia o absencia d'un transportador
respectivament, es realitza des del primer moment en que constatem que
existeix transport. De fet, en el moment que comprovem que I'augment de la
concentracio de transportador augmenta el flux del nostre analit, constatem
I'existéncia de transport facilitat, perd cal comprovar fins a quin punt el
transport que observem és fruit del treball del transportador, d'una simple
difusié de l'analit o d’'una contribuci6 mixta d’ambdds processos. En els
casos estudiats, els sistemes en que hem treballat amb transportador
metal-lic (annexos | a lll) sols hem observat transport facilitat, és a dir tot el
transport ha estat fruit de la preséncia del complex amb Pd(ll) fet servir com
a transportador o bé hi ha un transport no facilitat tan lent que no s’observa
en el temps d’experiment de transport assajat. En el cas de la membrana
composit si que hem apreciat un petit flux en abséncia de transportador (el
derivat d'acid fosforic, DEHPA), perd sempre ha estat inferior al 3% del flux
global observat. No deixa, perd, de ser sorprenent que la membrana que a
priori ha de tenir un menor flux sigui la que ens ho permet veure. La possible
rad es trobaria bé a la mateixa estructura de la membrana composit, que

afavoreix les interaccions dels amino acids amb els grups funcionals de la
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capa de poliamida o bé que donada la lentitud del transport en aquest tipus
de membranes, els processos de difusid de I'analit tenen una contribucio
més significativa. ElI cas més diferenciat ha estat el de la separacié quiral de
'annex V. En aquest cas no sols existia transport no facilitat, si no que a
meés era tant o més gran com el que es produia en preséncia del
transportador a pH molt acids (inferiors a 3). Sols a pH lleugerament acids
(pH >3), s’aconsegueix el transport facilitat de I'enantiomer L de forma

preferéncia sobre el D.

Un cop comprovada l'existencia de transport facilitat i/o no facilitat el
seguent pas és verificar I'acoblament del transport de I'analit amb el d'una
altre substancia que permeti el seu transport. En molts casos, i davant d’un
excés d’aquesta substancia a les dissolucions aquoses, s’aconsegueix
transportar I'analit en contra del seu gradient de concentracié existent entre
les dissolucions aquoses. Aquesta darrera comprovacio la duem a terme
realitzant el transport des d'una solucié aquosa carregada amb analit cap a
una solucié receptora amb inicialment la mateixa concentracié d'analit. Aixi
en el cas de l'annex | i IV es va comprovar que existia transport en contra
del seu gradient de concentracio. Als annexos Il i lll, on el volum de fase
receptora és molt menor que el de la fase donadora, tal que la comprovacio
del transport contragradient queda palesa en el moment que podem
concentrar el nostre analit mantenint una relaci6 de volums aquosos
diferents, obtenint aixi solucions de concentracions finals molt majors que la

solucié de carrega inicial.

1.5.6. Estudi de selectivitat

Un cop ha estat comprovat el funcionament del sistema de membrana i
caracteritzats els parametres més habituals, el seglient pas consisteix a

esbrinar quina és la capacitat del sistema de diferenciar entre I'analit escollit
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i d'altres de semblants o presents en les mescles on s'acostumen a trobar.
En el cas d'una aplicacido practica, podriem mirar quines son aquestes
substancies que tenim a la mescla que hem decidit resoldre i afegir-les a la
solucié per veure quines afecten a la nostra separacio. En el nostre cas hem
optat per afegir a la solucié de carrega aquells ions que pensem que sén
semblants o que poden tenir afinitat pel nostre transportador. A I'hora
d'abordar aquest punt hem optat per diferents aproximacions.

A l'annex | vam realitzar proves de selectivitat sobre el transport de NOy
nomeés en el cas de la membrana del transportador BPP-Pd(Il). Els anions
triats com a possibles interferents van ser: H,PO4, NO3, CI', SO4 i SCN".
Com es pot apreciar, tots ells excepte el tiocianat es troben per sota del nitrit
a la série de Hoffmeister. L'i6 ClO4, indicat com a interferent a les
referéncies bibliografiques sobre aquest transportador, on s’emprava en
sensors, va ser descartat en ML per les grans pérdues de Pd(ll) que
produia. Tots els anions anteriors excepte el tiocianat van ser reunits en una
sola mescla amb la mateixa concentracié molar per a tots ells. Segons les
referéncies de sensors per aquest transportador només el clorur, dels
anions de la mescla, podria tenir algun efecte en el transport del nitrit . El
tiocianat en canvi té una major afinitat pel centre de Pd(ll) que el nostre
analit a més de tenir un caracter més lipofil, per aixo I'estudiem apart. Els
experiments fets van consistir en preparar solucions de carrega amb la
mescla anterior o amb tiocianat amb diferents relacions molars respecte al
nitrit (de 0 a 10 per la mescla i de 0 a 1 pel tiocianat). En tots dos casos la
preséncia dels interferents va suposar un descens del transport de nitrit,
especialment en el cas de la barreja amb tiocianat. Seguint les
consideracions de les referéncies trobades es van realitzar experiments amb
una relacio fixa d'interferent:nitrit (1:1 per la barreja i 0.5:1 pel tiocianat) amb
TDMACI a la membrana. Aquest compost havia de millorar la selectivitat del

sistema de membrana i efectivament ho va fer, especialment en el cas de la
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barreja, perd també és cert que les pérdues de Pd(ll) van incrementar-se.
Les raons per a que es millorés la selectivitat, sobre tot en el cas de la
barreja es fonamenten en la preséncia del catié d'amoni quaternari que pot
fer de bescanviador d'anions i que per tant ens dona noves vies per a
transportar els nitrits. Ara bé, aquest transport seria no selectiu i son els
clorurs que aporta el TDMACI com a contraions els que fan que el pas
d'altres anions i dels clorurs en especial es vegi desafavorit. Els nitrits, més
lipofils, passen més facilment a la membrana i a més son els que millor
afinitat pel transportador de Pd(ll) tenen, i per tant sén els anions més
afavorits per la preséncia de I'additiu. Ara bé, com hem dit, aquest additiu
afavoreix la formacié del complex disubstituit amb nitrits, BPP-Pd(I1)-(NO2),,
que sembla ser més labil que el corresponent complex monocarregat, i per
tant afavoreix el trencament del complex i és el responsable de la pérdua de
I'ié Pd(ll). Aquest mateix fet de respondre millor a I'espécie amb dos nitrits
en presencia d’aquest additiu ha estat detectat en un complex porfirinic de
Co®* fet servir en un eléctrode selectiu d’ions ’.

A l'annex lll la selectivitat la vam estudiar en dues parts. D'una banda vam
fer experiments individuals d'extraccié en dissolvent per trobar la radé que
ens pogués explicar el diferent comportament dels amino acids front a la
seva extraccio per part del complex BBP-Pd(ll). D'aqui vam poder deduir
que els dos parametres que ens permetien diferenciar entre els diferents
amino acids eren la seva lipofilitat i la seva polaritat o afinitat per I'aigua.
Sabem que la interaccid dels amino acids amb el Pd(Il) es produeix
basicament mitjangant el grup amino. Per tant, sent aquest comu per a tots
els amino acids, ha de ser la part que els fa diferents (el radical R) la
responsable de la diferent interaccid que presenten. Com expliqguem a
I'annex Ill, aquesta contribucioé pot separar-se en una part que engloba totes
les contribucions lipofiliques de l'analit i en una altra que engloba les

desviacions d'aquest comportament i que sén degudes basicament a les
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contribucions més polars. Aixi hem pogut trobar que la relacio entre el
coeficient d'extraccid dels amino acids a diferents pH i la seva lipofilitat i
polaritat es lineal com passa a les extraccions en dissolvent sense cap
transportador present, excepte per al cas de dos d'ells (Trp i Phe). Aquests
dos amino acids presenten una distribucié entorn a un pH similar al pK; del
grup amino molt superior al que aquestes propietats indiquen. Malgrat que
es coneix la diferent interaccié d’alguns amino acids amb diferents centres
metal-lics 8°, la rad sembla radicar a la seva capacitat per a realitzar ponts
d'hidrogen entre els grups aromatics i el centre metal-lic i la interaccié amb
'entorn del metall. Aquesta capacitat d’interaccionar mitjangant els grups
aromatics amb els centres metal-lics i amb d’altres grups aromatics es troba
clarament descrita en les metal-loproteines, on s’han caracteritzat i fins i tot
quantificat les interaccions Phe-Phe, Phe-Trp... aixi com entre 'amino acid i
el metall '*'2.

Després de realitzar aquests experiments vam triar dos grups d'amino acids
per a veure si la selectivitat trobada en els experiments de distribucio liquid-
liquid es corresponia amb els experiments de membrana. El primer grup
estava format per quatre amino acids alifatics que sols difereixen entre ells
en la preséncia d'un grup CH, de més en cadascun (Gly, Ala, Val i Leu). El
segon grup son els amino acids aromatics (Tyr, Phe i Trp). Les solucions de
carrega van ser preparades amb mescles equimolars dels amino acids i es
va determinar el seu transport, veient que la selectivitat esperada per
I'afinitat dels amino acids pel centre metal-lic es correspon amb I'obtinguda
en el transport. Perd no només aixo, siné que la competéncia existent entre
ells fa que només els més afavorits siguin transportats, mentre que els altres
no passen la membrana. Recentment un altre exemple de membrana
basada en interaccions amb un centre metallic ha estat descrita 13, en
aquest cas diferents centres metal-lics (Cu®*, Co?*, Ni** i Zn*") van ser

immobilitzats a la membrana mitjangant grups iminodiacétic i es va poder
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apreciar un increment del transport de I'amino acid histidina front a la Phe en
el cas dels dos primers metalls. La diferent constitucio de la membrana i les
diferents propietats que el centre metal-lic infereix condueixen a resultats
complementaris als trobats amb el nostre sistema.

En el cas de I'annex IV aquest estudi de selectivitat el vam fer a partir de
mescles binaries equimolars dels amino acids estudiats (Tyr, Phe i Trp). La
comparacié entre els fluxos obtinguts quan soén sols i en preséncia d'un altre
amino acid ens determina la selectivitat de la membrana, de manera que el
triptofan és I'amino acid més afavorit en el pas de la membrana seguit de la
fenilalanina, mentre que la tirosina practicament no es transportada, sobre
tot en preséncia d'algun dels altres amino acids aromatics. En aquest cas és
interessant esmentar la capacitat que tenen els anells aromatics d’aquests
tres amino acids d’enllagar-se o interaccionar amb grups catidonics, com es
troba descrit a amb els residus amino a les proteines 14, i la caracteristica
cationica del transportador i de les possibles restes de grups amino no
convertits en amides en la formacié de la membrana. També val la pena
ressaltar la gran diferéncia a la distribucié de carregues que hi ha entre la

Phe i la Tyr per efecte del grup hidroxil 2

, que indueix unes propietats ben
diferenciades per als dos amino acids.

A part de la selectivitat intrinseca a la separaci6 quiral dels dos enantiomers
de l'acid mandelic, es van estudiar dos compostos amb una estructura
similar a la de I'acid mandélic: la fenilglicina i la fenilalanina. La primera és
igual a lI'acid mandélic, excepte pel canvi del grup hidroxil per un grup
amino. Es va demostrar que aquesta diferéncia comporta que la interaccio
amb el transportador sigui menys eficient i, com a consequiéncia, el transport
i 'enriquiment enantiomeric aconseguits son menors. A més, I'espécie més
transportada és I'enantiomer D, que és el que més favorablement s’extreu.
En aquest cas no es produeix un enriquiment estable en el temps, si no que

aquest excés enantiomeéric desapareix a mesura que passa el temps, com
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és habitual a la majoria de sistemes d’aquest tipus '°. D’altra banda, la
fenilalanina no es transporta enantioselectivament, mostrant la importancia
que té una petita separacié generada per un grup metilé en aquest tipus de

sistemes.

Amb els sistemes estudiats hem plantejat diferents formes de veure la
selectivitat en les membranes liquides. D'una banda hem vist sistemes de
bescanvi d'ions inorganics. En aquests casos, la tendéncia general bé
marcada per la possibilitat que tenen els ions a entrar a la fase organica per
a interaccionar amb el bescanviador. La introduccié d'un centre metal-lic, pel
que els diversos analits presenten afinitats diferents, al menys en medi
aquos, permet diferenciar entre ells, afavorint a aquells que poden
interaccionar millor amb el metall. Aixi per exemple aconseguim millors
transports per al nostre analit problema (nitrit) que per a analits més lipofils
que ell, com el nitrat. Aix0, pero, ens limita també amb aquelles espécies
que tenint afinitats semblants o superiors que el nostre analit tenen un
caracter lipofil semblant, donat que també seran transportats molt
favorablement. En aquest sentit, la relacié de concentracions entre I'analit i
I'interferent és critica en la possible diferenciacidé, especialment en aquelles
espécies amb afinitats semblants. La insercié d’espécies amb co-ions amb
la mateixa carrega que l'analit a la membrana afavoreix la selectivitat
respecte a les espécies que poden interaccionar amb el metall, perd com
hem vist aixo pot introduir nous problemes al sistema.

Ara bé, les caracteristiques propies de l'analit per a interaccionar amb la
membrana sén molt importants, com queda palés als annexos Il i lll. Quan
parlem en aquest sistema de séries homologues d'amino acids, no podem
diferenciar la manera en que aquests interaccionen amb el transportador i
com es demostra al treball, és la seva facilitat per penetrar (i quedar-se) a la

fase organica la que déna unes caracteristiques de transport diferents. Les
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seves propietats en interaccionar amb el medi organic i aquos (lipofilitat i
polaritat respectivament), com ja véiem a l'annex | en forma de seérie de
Hoffmeister, ens permet ordenar els diferents analits respecte al seu
transport. Sols en el cas en que veiem la interacci®6 amb el transportador
afavorida, com és el cas de la fenilalanina i del triptdfan tenim un
comportament que se surt de l'esperat, com passava a l'annex | amb els
anions que tenien més afinitat pel Pd(ll), amb la diferéncia que ara no és la
interaccio entre el centre metal-lic i I'analit la que ens marca les propietats,
sind que, és la interaccido amb tot I'entorn del metall, com ja indicavem a la
introduccio, el que ens diferencia més uns amino acids dels altres ''2. Pero
la importancia d’aquesta interacci6 amb el medi i amb el transportador
s’aprecia molt més a la selectivitat trobada a la separaci6 quiral de I'annex
V. Hem pogut veure com d’'important és la interaccié del mateix dissolvent
amb el transportador, podent disminuir la interaccid6 d’aquest amb I'analit.
Perd sobre tot hem pogut apreciar la importancia que la disposicié espacial
dels diferents grups té en el reconeixement molecular i per tant en el
transport dels enantiomers, afavorint la interaccié d’'un d’ells sobre la de
l'altre. Aixi mateix, es veu com la preséncia d’'un determinat grup funcional
posa de relleu la importancia de la interaccié que es genera entre I'analit i el
transportador en diferents punts i com una petita variacié o desplagament
d’aquest grup funcional trenca la possibilitat d'interaccionar que existia en la
molécula anterior.

La selectivitat, perd, pot donar-se en medis diferents. Aixi, a I'annex 1V,
tenim un sistema molt estudiat en format MLS que com hem vist presenta un
simil en les noves membranes composit. La introduccio del transportador en
la formacio de la membrana no evita la possible interaccié més afavorida per
uns analits que per altres. Malgrat que no és totalment clara la forma en que
el transportador es troba en aquestes noves membranes, sembla ser que

les caracteristiques de selectivitat que presenten els donen un
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comportament semblant al de les MLS convencionals, amb l'afegit de la

seva meés gran estabilitat.
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1. CONCLUSIONS

De forma especifica es poden ressaltar les seglents conclusions dels treballs

presentats en aquesta memoria:

S’ha pogut demostrar que la preséncia d’'un centre metal-lic com a punt
d’interaccio entre el transportador i I'analit permet dissenyar sistemes selectius
per al transport de certs grups d’anions a través de membranes liquides. De
manera que en funcié de l'afinitat de I'analit corresponent pel centre metal-lic
escollit és possible transportar-lo a través de ML selectives, aplicat tant a
sistemes d’anions inorganics com a amino acids.

Per a aquells analits que presenten afinitats similars pel centre metal-lic
immobilitzat, I'ordre de preferéncia en el transport a través de la ML ve donat per
la seva facilitat a introduir-se en la dissolucié organica emprada com a fase
membrana.

A partir dels coeficients de distribucié entre la fase aquosa i la fase organica
que s’emprara com a ML, es possible calcular la lipofilitat i polaritat dels analits
en estudi. En el cas del transport d’'amino acids a través de ML s’han determinat
aquests parametres per tal de predir la seva capacitat per penetrar a la ML, i per
tant condicionar aixi la selectivitat del procés de transport.

Quan els analits presenten caracteristiques similars en afinitat pel
transportador, aixi com practicament la mateixa capacitat de penetrar a la fase
membrana, com és el cas d’alguns amino acids, és la seva interacci6 amb
I'entorn del centre metal-lic el que permet la seva diferenciacio.

S’ha comprovat que la immobilitzacié d’un transportador com el DEHPA en les
noves MCA no modifica respecte la corresponent membrana liquida suportada
I'eficacia per al transport d’amino acids, tot i que provoca una reduccié del flux
d’analit a través de la membrana, aixi com una millora de la seva estabilitat
alhora que s’accentua la selectivitat del sistema de separacio, permetent el
transport quasi selectiu de Trp en presencia de Phe i Tyr.

Ha quedat pales que I'enriquiment enantioméric de I'acid mandelic mitjangant

membranes liquides contenint cinconidina com a agent transportador és
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possible, i que aquest enriquiment pot mantenir-se en el temps sempre que la

interaccié entre el transportador i un dels enantiomers sigui prou estable.

La selectivitat enantiomérica en les membranes liquides es veu fortament

afectada pel medi de reaccié i per la disponibilitat dels diferents punts

d’interaccio entre I'analit i el transportador.

De forma més general les causes que afecten a la selectivitat en membranes

liquides, segons els resultats de la memoria que es presenta, es fonamenten en tres

tipus d’interaccions existents durant el procés de transport, les quals es recullen a

continuacio.

[u]

Interaccié entre I'analit i els dissolvents. Es la primera caracteristica que
condiciona la selectivitat d’'una ML, i ve determinada per la interaccié de
I'analit amb el medi on es troba i on ha d’entrar o a d’'on ha de sortir. En el cas
dels anions estudiats en aquesta memoria, aquest factor ve indicat per la série
de Hoffmeister, en canvi pels compostos organics aquest factor ve determinat
pel coeficient de distribucié de I'especie entre I'aigua i el dissolvent de la ML.
Interaccié entre l'analit i el transportador. Es la segona interaccio
caracteristica dels sistemes de transport facilitat a través de ML, i és la que
meés marca la selectivitat del procés. Aquest tipus d’interacciéo ha de complir
una serie de condicions per afavorir la seva selectivitat, tals com:
- El transportador ha de ser estable i ha de permetre la coordinacio o
interaccié amb I'analit.
- La interaccié entre I'analit i el transportador ha de ser d’'una afinitat
moderada i reversible.
Interaccid entre I'analit i 'entorn del centre de reaccié. En aquest cas pot
contribuir a la diferenciacié entre unes espécies i unes altres, i normalment té
lloc conjuntament amb l'anterior. Aquesta pot modificar la selectivitat del
sistema, permetent la interaccié de I'analit i el transportador en més d’un punt,
tot afavorint a aquelles espécies que tenen altres grups per interaccionar o bé

a aquelles que els tenen en una conformacié més adient.



