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RESUMG
Titulo: Investigagdes enveolvendo titulac¢do termométrica catalitica
Autor: Roldi3c Roosevelt Urzedo de Queirosz

Orientadoy: Prof.Dr. Oswaldo E.S8. Gedinho

Estudou-se a infludncia da composicdo do titulante, do
titulado sobre a forma da curva de titulacao, na titulacgao alcalii-
métrica ' em meic agua-dimetilsulfoxido-~acrilonitrila, por
meio da titulacao termométrica catalitica. Com isto, foi possivel
sugerir guais as reagoes responsaveis pela determinacao do ponto
final da titulacd@o e a melhor composic@o do titulante e do titula-
do para a titulacac de &cides por esta técnica. A seguir, a mesma
técnica foi aplicada na determinacio de grupos acidos dos aminoaci-
dos histidina e arginina e das protelnas tripsina e mioglobina. Ve-
rificou-se, utilizando os cloridratos de histidina e arginina, gue
grupos amino, imidazol e guanidino sao titulados neste meio. Isto
diferencia estas titulagoes das de em meio agquoso, onde.os
gruposlguanidino ndo sdoc tituldveis. Nas titulagdes das protelnas,
estudou—-se a influencia do sistema solvente na solubilidade e na
forma da curva de titulagdo. Finalmente investigou-se a possibilida-
de de se utilizar substincias termocrOmicas inorganicas e ofgénicas
como indicadoras do ponto final da titulacio termométrica catali-
tica em substituic¢do a aparelhagem convencional. Utilizou-se a so-
lucdo sdlida de Cu,[HgI,] e Ag,[HgI,] e o termémetro de cristal 1li-
quido para este fim. O primeiro foi utilizado como indicador cs pon-
to final da titulacadc alcalimétrica de &acido benzdico e acide acetil
salicilico puro e em preparados farmaceuticos. O‘segundo foi utili-
' zado para determinacido de acido acetil salicilico e cafeina purs em

preparados farmacéuticos e em refrigerantes.



ABSTRACT
Title: Investigagdo envolvendo titulacdo termométrica catalitica
Author: Roldao Roosevelt Urzedo de Queiroz

Supervisor: Prof.Dr. Oswalde E.S. Godinho

The influence of the composition of titrand and titraét
on the shape of titration graph involved in the alkalimetric
titration of acids in waterwdimethylsulfoxide-écryianitrile medium
by catalyitic thermometric titrimetry has been investigated. In this
study it was possible to suggest the reaction responsible for the
rise in temperature for different compeositions of titrant and
titrand and to make the choice of the more suitable combination
of titrand and titrant for these titrations. Next, this technigue
was employed for the determination of acidic groups of the amino
acids hystidine and arginine and of the proteins trypsin and
myoélobin. It was observed that begides amino groups the groups
imidazol and guanidine are titrated in the amino acids hystidine and
arginine, respectively. In the case of proteins the inﬁluenée of
solvent system on the solubility and on the shape of tritation graph
was investigated. Finnaly the use of thermochromic substances, such
aé sclid solution of Cuz[HgI4} and Ag2[3g14] and cholesteric liguid
crystals, as end point indicator in catalytic thermometric
titrimetry was studied. Solid sclution of CuZ{HgI4} and Agziﬁgl4} wa
employed as visual end point indicator in the alkalimetric titration
of benzoic acid and acetylsalicilic acid both pure and in
pharmaceutical preparations. Cholesteric liquids crystals were used
~as end point indicator in the alkalimetric titration of acetyl-
salicilic acid, both pure and in pharmaceutical preparations, and
acidimetric titration of caffeine in pharmaceutical preparaticns

and in soft drinks.
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CAPITULO I
OBJETIVOS

Um dos objétivos deste trabalho era estudar ¢ uso
da titulag¢ao termométrica catalitica na analise de grupos acidos
de materiais simples, como aminoacidos, e materiais complexos, Cco-
mo proteinas, em meio dimetilssulfdxideo-agua. Entretanto, dados
preliminares mostraram gue, tanto a estequiometria como a forma da
curva, e portanto a exatiddo da analise, dependem de fatores tais
como a proporcdo dimetilssulfoxido-agua no titulado e, mais espe-
Gificamente, do alcool presente no titulante ou adiciénaéo ac ti-
tulado.

Por esta razdo, na parte inicial do trabalho, estudamocs
a reacac responsavel pela determinacido do ponto final da titulacao
para diferentes composicdes de titulado e do titulante.

| Na segunda parte, aplicamos o métodc a alguns aminhoaci-

dos e a algumas proteinas e comparamos os resultados obtidos com
dados de titulac¢do potenciométrica e com os dados da literatura.

Na terceira parte, introduzimos o uso de substancias
termocr8micas para indicar o ponto final da titulacdo termométrica
catalitica. Estudamos o procedimento em gque o titulante & adicio-
nado a fluxo constante e agquele em que o titulante & adicionado
gota & gota. A finalidade, neste Gltimo caso, fol a de verificar
a possibilidade de realizarmos a titulag¢&o com uma bureta comum e
sem a necessidade de aparelhagem para monitorar'a'variagéo de tem-
peratura. Agqui preparamos e testamos © uso de substancias termo=-
cromicas inorganicas e, a seguir, testamos termSmetros a base de

cristal liguido como indicadores do ponto final da titulagao.



Estudamos, também, a influéncia da temperatura inicial
da solugdo titulante e do titulado na performance do método. Fi-
nalmente, estudamos a exatiddo e precisdo de algumas aplicacles

deste indicadores para poder avaliar a sua aplicabilidade.



CAPITULC II

METODOS VOLUMETRICOS

Titulacido consiste em um procedimento analitico, no gual
o reagente de concentracdo conhecida, neste casc dencminado titu-
‘lante, & adicionade sobre a amostra, chamada titulado, até gue a
reagdc entre esses dois componentes se comyleté. O ponte final da
reacio pode ser verificado visualmente ou instrumentalmente e a
concentracdo da amostra @ calculada a partir da quantidade de rea-

gente consumido.

Formas de se evidenciar o ponto final:

a} Por uma alteracidoc de uma propriedade caracteristica
da combinac&o titulante-titulado, guando o primeirc aparece este-
guiometricamente em excesso. Exemplo: alteracdo na condutividade
elétrica {titulacdc condutométrica), mudanca de poteﬁcial entre
dois eletrodos imersos na scolucgdo do titulado (titulacgdo potencio-
métrica), ou o calor absorvido ou liberado (titulacac termométri-
cal.

b) Pela resposta de um indicador adicionado ao titulado.
E desejavel que esta:resposta, a gual constitui o resultade de uma
reacioc entre o indicador e o titulante, seja detectada imediata-
mente apds o término da reacgdc determinativa.

A titulacdo termométrica constitui uma das técnicas gue
utiliza o efeito térmico gue acompanha as reagdes gulimicas, com o
fim de determinar a concentracao das substancias. 0 seu fundameth
consiste em colocar em um grafico a variacdo de temperatura do
sistema, em funcdoc do volume de titulante adicionado durante ©
curso da titulagdo. O ponto final & dado por uma variagdoc na in-

clinacido do grafico de titulagdo. Varios autores usaram termos di-



ferentes”ﬁﬁ;é designar a técnica, sendo gue um nimero razoavel
usou © tei;%; éitulagéo termométrica. Em vista disso, Hume e Jor-
dan(i), recomendaram a sua adocdo. B comum utilizar também o ter-—
mo titulagio entalpimétrica, a gual, porém, & distinta. titula-
¢do entalpimétrica constitui tambémemuma técnica analitica, des—
de gue a sua finalidade € determinar as concentracdes de substin-
cias. Nessa técnica, um excessoc de volume da solucdo titulante &
adicicnado ao titulado e a variacdo de temperatura & medida.
Conhecendo-se a variacaoc de temperatura & possivel calcu-

lar a concentracao desconhecida, desde que se tenha em mios uma
curva de calibracdo 4T versus concentracg@o. Dessa forma, podemos
dizer gque a titulagdo entalpimétrica ndo constitui por certoc uma
titulagao mas uma medida direta.

Na titulacdo potencionmétrica medimos {H+},'etc., gue sao
varidveis de estado, propriedades do sistema em eguilibrio e que
indépendem da sua histoOria. Na titulacioc termométrica medimos um
efeito térmico dependente de q(g%), o gual & funcado de AH e 4AG. A
gfandeza observada depende entaoc do tempo, da histdria recente do
sistema (velocidade de adicio de reagente, etc.). g nd3o ¢ uma va-

. = .= 2)
riavel de estado, mas uma variavel de processo( .

IT.A. TITULACAQ TERMOMETRICA

IT.A.1. Consideragdes Gerais

A primeira e a mais simples forma de titulaclo termomé-

trica, para fins preparativos, foi desenvolvida por Bell e

li3)

Cowel . Eles adicionavam ¢ titulante descontinuamente através



LA

de uma bureta em um frasco de "Dewar" contende o titulado, o agi-
tador e um termdSmetro de mexrclrio. Apds cada adig¢lo, o aumento de
temperatura era medido e a alteracdo de temperatura por unidade de
volumeera,graficaéoeﬂﬁfungéo do volume total de titulante adicio-
nado. Uma alteracdo de inclinacdoc da curva servia para indicar o
ponto de eguivaléncia. Muito embora a primeira’ publicacdo referen=-
te a titulacdo termométrica tenha sido a de Bell e Coweil{B) oor
volta de 1913, j& em 1910 Howard{é} havia sugerido a utilizacgao do
efeito térmico, gue acompanha as reagles guimicas, como uﬁ método
analitico, apesar dele estar referindo muitc mais & calorimetria
convencional do gue a uma titulacio.

{5}

Richmond e Merreywether tentaram utilizar o método de

Howard, mas foram Dutoit e Grobet(G}, em 1922, gue pela primelra
vez utilizaram a titulacdc termométrica em varios sistemas, como
nas titulagdes acido~base, de precipitacio e de complexacdo. Foram
eles qﬁe introduziram a bureta refrigerada a agua para contrclar a
temperatura do titulante, e um termbmetro Beckmann para aumentar a
sensibilidade. Os autores conseguiram mostrar a aplicabilidade da
nova técnica, embora seu desenvolvimento seja paralelo ao desen=—
volvimento da tecnologia. Apds esta melhoria, devida a Dutoit e
Grobet, varios trabalhos se sucederam com aplicacgdo nos
mais variados sistemas.

Em 1941, Miller /)

, substituiu o termdmetro de merciario
por um termopar e utilizou um método termométrico diferencial.
Muitas aplicagbes analiticas importantes de titulaclo termométrica

(8), em

datam deste periodo, porém, a introducic por Linde et alii
1953, da técnica de adigio do titulante em forma continua, pelo

uso de uma bureta de fluxo constante, bem come a utilizacgdo de um



termistor como sensor de temperatura ligado a um circuitc ponte,

revolucioncu a técnica.

(9)

Zenchelsky , em 1960, procedeu a uma exaustiva revisao
bibliografica sobre titulagdo termométrica, a partir dos trabalhos
pioneiros existentes na literatura. Nesta revisdo encontramos con-
sideracoes sobre o desenvolvimento histdrico, homenclatura, apare-
ihagem uwtilizada e aplicagOCes da técnica.

GCutras exaustivas revisdes bibliogréficas foram publica-

das porx Harmelin{ 10)

an(13}

em 1962, Snelderéli) em 1963, Bark(IZ) e Jor-

a (14}

em 1963, Murphy em 1966.

Devemos levar em consideracgdo gue, apesar 4o grands na-
mero de revislbes gue apareceram nos ultimos anos, as mesmas ou
nao sao atualizadas ou apenas cobrem uma parte restrita do assun-
to. £ conveniente citar ainda uma revisdoc recente devida a Carr(lsy,
que, apesar de seu enfoque diferente, deve ser consalta&a por mes-
5048 iﬁteressadas no assunto. Esta revisio trata das expressces
matematicas relaciconadas com o fundamento da titulacic termonméiri-

ca, efeitos térmicos estranhos, instrumentacioc e calcules termodi-

namicos. Entretanto, ndo se discute as muitas aplicacbes devidas a
(16)

-

técnica. Heistand apresentou uma excelente revisao biblio-

4113

grafica, em 1975, sobre a titulacdo termométrica e sua aplicagio

!

analitica, onde ele descreveu seu desenvelvimento, aplicagdes & as
tendéncias futuras da tecnica.
Apesar da titulacg3o termométrica ser uma técnica pouico

usada em relagdo a outras técnicas, ela & bem discutida em varios

. P . ; : (17)
livros—-texto de analise instrumental, como nos livros de BEwing 17 '

de Willard, Merrit e Dean‘ls}, Wendlant(lg} (ZO)a

it
8]

& Robinscon . con-

o

ih

tramos ainda livros tratando s desta técnica, com o titulo



“"Thermometric Titrimetry"” escritos por Tyrrel e Beezer{ZI} e a por

22 . . - . - . "
Bark e Bark( 3. No primeiro, a metade e dedicada a teoria e a ins-
trumentac¢io e o restante a aplicacgdes analiticas. No sequndo, en-
contramos capitulos pertinentes a reacles Acido-base, precipita-—

- - . ~ - - . {23}
cao, oxido-redug¢ao e complexacac. Temos, também o livro de Vaucghan
gue trata de titulag3o termométrica e entalpimétrica, no qual te=-
mos descrigao da técnica e aplicagdes. Convém agui ressaltar, o

(24)

livro editado por Grime » gque trata dos desenvolvimentos mais

recentes dos métodos térmicos de analise.
II.A.2. Técnica

A titulacdo termométrica constitui em uma técnica ana-
litica baseada no uso de um reagente especifico. 0O seu usc adequa-
do e, como consequéncia, o registro do efeitc térmico cbrres;cnu
dente,'nos conduzira a curvas de titulacdes termométricas.

O termograma constitui num grafico obtide colocando-se
T em func¢ao do volume de titulante adicionado, conforme & mostra-
do na figura 1.

Na figura 1 vemos duas curvas de £itulacido termometrica, on-
de as reacdes ocorridas foramexotérmicas e endotérmicas. A parte inici:
do termograma, AR, representa a temperatura do sistema antes da
adigcao de titulante, e & conhecida come linha base. Nesta fase as
fontes de calor saoc: calor de agitacdo e transferéncia de calor
com o meio ambliente. A segundz fase do termograﬁaf BC, &€ a gue nos
interessa e as fontes adicionais de calor sdo: calor de reaczo,

calor de mistura e calor de diluicdo. Supbe-se gue o titulante &



;
: e
| |
! !
% i
|
i = i
i : :
- i
! o !
! ] i
| : s -.
{ l Ll | C D
}B | ~ |
i ! i §
i £y i f by .
i : : ;
o c o 13 ‘
VOLUME DO TITULANTE VOLUME DO TITULANTE
ADICIONADRO LDICICNADO
{a) - (b)
Figura 1. Termogramas ideais: a - reagédo exotérmica; b - reacgio
endotérmica

adicionado a uma vaziao constante e a transfer&ncia de calor entre

a solugdo e o meio ambiente se da de acordo com a lei de Newton,

ou seja:
&4 = ek (T,-T,) (1)
dt ’

B também necessario gue a agitacao seja eficiente o bas-
tante para gaﬁter a temperatura e a concentracao uniformes através
da solucgdo.

A etapa final, 65, da curva termométrica, representa a

parte final da experiéncia. Nesta parte a reacido ja foi completads,



mas o titulante continua sendc adicionado a uma vazao constante.
Esta seccgao raramente € paralela & abcissa do grafico, porgue o
efeito térmico deve-se, nesta fase, a uma série de fatores tais
COmO : calor de diluiééo do titulante, o gual normalmente & adicio-
nado em concentragoes 181 a 302 vezes maiores gue a concentracdo
do titulade, o efeito Joule do termistor'e do agitador, diferen-
cas de temperatura entre o titulante e titulado e a variacaoc na
capacidade térmica do sistema.

Neste método, ou seja, na titulacdo termométrica, n&o ha
a necessidade de se conhecer a temperatura exata do sistema, &
gue o gue se deseja & a variacic de temperatura do sistema em Zun-
¢3o do volume de titulante adicionado.

O ponto final da reacdo C, & cbtido pelc prolongamento
das retas obtidas no termograma, durante a titulacioe
propriamente dita e durante o periodo de adigio do exceéso de ti-
=tulanté. Como © propodsito & quantitativo, a eficiéncia da técnica
dependerd da precisfo e exatidéo da determinacao do ponto final
da titulaclo. Considerando todos os outros fatores come sendo fa-
voraveis, a inflexio da curva (ponto C), serd determinada éela
magnitude da variagdo de entalpia da reagao. Quanto maior essa va-
riacdo, mais aguda serd a inflexao da curva no ponto degejadé. Na
figura 2 vemos a obtencidc do ponto final da reacdo em um termogra-
ma.

Os fatores que afetam a forma da curva sao:

1) Variacd3o na capacidade térmica do éistema. Esta va-
riacdo & devida aoc aumento do volume da solugdo em funcao da adi-
c3o do titulante e constitui em fator responsavel pelo desvio da

linearidade observado em itermogramas experimentais(zz). Conseguil-
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Figura 2. Determinacac do pento final de uma titulacio termomé-

trica

mos minimiza-la utilizande titulantes em concentracgtes maiores do
que as do titulado.
2} Calor de agitacdo. Interfere na determinac¢&o do pon-

to final.

3) Efeito Joule do termistor. £ insignificante,durante a
medida da Variagéq de temperatura, ha ﬁma pegquena corrente passan-
do através da alta resisténcia do material semi-condutor. A ener-—
gia al produzida é dissipada como energia térmica.

4) Diferencas de temperatura entre o titulante e o titu-
lado. Essa diferencga pode ser controlada experimentalmente e pode-
mos utilizé—}a, quando possivel, para melhorar a determinacio dov
ponto final.

5) Calor de diluigdo. Neste ponto, temos uma combinacio

de calores de diluigdo, gue constituem calor de diluigdo do titu-~



lante e do titulado.

6} Calor de soluc@o. Verificado apenas guande titulante
e titulado encontram-se em solventes diferentes.

7} Outros calores de reag¢do, gue ndo seja o da reagio
seletiva. Quandc houver a possibilidade de um dos componsntes do
sistema reagir com o titulante, além da reacgdc com ¢ composto a
ser determinado, podera ccorrer distorgd&c na curva.

Estes efeitos térmicos estranhos podem ser de

n

conteados,

4]

fin

quando usamos +titulacio termométrica normal, mas desde
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e nao

mascarem © ponto final. Podemos lancgar mac também da titulagio

T

in

0

h

®

iw.}
]

5

1

termométrica diferencial, com a finalidade de elimirar

%J

O
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tos térmicos estranhos, mas podemos alcancar resultados zndma ;
se os efeitos téermicos da amostra em branco e da amcstra a ser de-
terminada se diferirem de maneira significativa.

A utilizacio de titulaclo termométrica para determinacac
do ponto final de uma reagao com propdsitc guantitative, tem inte-
resse se a reacdo seletiva seja tal gue:

i) A ﬁariagéo de temperatura envolvida no sistema seja
capaz de provocar inflex&o na curva termométrica.

2) A reacdo seja cineticamente favordvel de mcdo a per-
mitir qué a mesma se complete durante o periodo da titulagao.

3) A variacdo de energia livre ndo seija desfavoravel, de
maneira a produzir uma grande curvatura na regido dc pornto de in-
flexdo da curva, impedindo desta forma a extrapolag¢Zo precisz das
duas retas qgue noé leva ao ponto final da reagéao.

A obediéncia a esses trés requisitos nos leva & ob=encgac
de um termograma gque se aproxima do ideal, aumentando-se assim a

exatidao e a precisido do método.
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A titulacdo termométrica & processada em um sistema
adiabatico, sendo gque a variagac de temperatura ocorrida durante
o curso da reacdo & registrada em um grafico, em fungSQ do volume
do titulante adicionado.

A substituicZc do termdmetro Beckmann por termopares
foi feita por Mﬁller{?}; mas se deve a Linde et aiiiig} o uso de
termistor como sensor de temperatura em titulacico termomé&trica. A
eles também é atribuido o uso de uma ponte de Wheatstone e um regis-
trador, sugerindo ainda o uso de bureta com vazao constante do ti-

{25}

pe apresentado por Lingane . Tal sugestao foi utilizada em tra-

balho subseguente publicado por Jordan§26)¢

A introducae do termistor como sensor de temperatur

93]

cni=-

fhiv

constitui toda a base sobre a gual se desenvolveu a noderna t
ca da titulacioc termométrica. O termistor & um resistor sensivel
a temperatura, apresentando um coeficiente resisténcia/temperztu-
ra grande e negativo. Seu valor estd em torno de 1 a 5% de varia-
cdc da resisténcia por grau Celsius, A variagéo‘éa.resistéﬁcia
com a temperatura & geralmente exponencial e a condutancia no ter=-
mistor & "puramente eletrdnica”. Nic havendo variagao nc potencial
aplicado, o fluxo de corrente no termistor & preoporcional a sua
tempexatﬁrad

A parte sensivel do termistor & feita de material semi-
condutor, que constitui.uma mistura de oxidos metalicos e tem o

formato de uma peguena gota. O comportamento dos semiconiutores

fie

que apresentam coeficiente resisténcia/temperatura regativo, dife-
re dos condutores normais como os metals nobres. Estes csralmente

apresentam um coeficiente positivo e pequeno.
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Coeficiente resisténcia/temperatura

fohm  ©c™1)
termistor -0, 04
cobre +0,0043
prata +0,0040
rlatina +0,0038

Esta diferenca de comportamento se deve a diferente dig=~
.

tribuig¢do eletronica nos dois tipos de condutores. Os semiconduto-
res possuem banda de condugaoc separada da banda de valé&ncia por
unma énexgia dada por kT, onde k € a constante de Boltzmann e T &
a temperatura termodinamica. Quando ocorre um aumento de tempera-~
tura, os elétrons sao prontamente transferidos para a banda de
condugdo, © gue leva a um decréscimo da resisténcia do sistema.

Nos metais, a temperatura afeta menos a efetiva concen=-
tracdc de elétrons possiveis de conducioc e a mobilidade eletrdnica
decrescera com o aumento da agitacioc térmica do nficleo dos atomos.
Em funcac disso a resisténcia dos metais cresceré.em peguena ex-
tensdo, com O aumento da temperatura. A diferenga entre um condu-
tor e um semicondutor pode ser vista na figura 3.

Os termiétores para serem utilizados como sensores de
temperatura em titulacd@o termométrica, necessitam ser protegidos
contra atagues guimicos, figura 4. Para tal, os termistores, gque con-
sistem em pequena esfera dematerial semicondutor comcercade 0,5 mm de
diametro, ligados a dois fios de platina, que por sua vez estao
ligados a outros dois fios condutores de liga de cobre, este con-
junto encontra-se dentroc de um tubo de vidro, sendo gue um filme

de vidroc protege a goia de material semicondutor.
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Figura 3. Diferenca no coeficiente resisténcia/temperatura dos
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Figura 4. Termistor
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Constituem ainda caracteristicas de um bom termistor:

capacidade calorifica e poder de dissipac&c negligenciaveis.

II.2.3. Aplicacdes

A titulac@o termométrica pode ser aplicada a titulacdes
de substancias inorgdnicas ou orgadnicas em meio aguoso e nido aguo-
so, utilizando reacdes de neutralizacdoc, precipitacdo, complexacao
e 6xido-reducgaoc, quer seja sob a forma molecular ou idnica. Uma
cutra aplicacdc da titulagdo termométrica € a sua utilizacd&o no
estudo de materiais biologicos usandoe o©s seus equilibriocs
acido-base. Trabalho importante nesta area foi desenvolvido por
Christensen e Izatt(27).

Quanto a aplicagdes da titulac&o termométrica em meio
ndo aquoso, temos o trabalho pioneiro de Cristchfield e JOhnSOﬂ(ZS),
os guais titularam bases ffacas de Bronsted em solvente aprdotico.

No livro(21)

"Thermometric Titrimetry", encontramos uma
série de aplicacdes da titulacdo termométrica, das guais selecio-

namos algumas, Jue se enconitram nas tabelas 1, 2, 3 e 4.
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Tabela 1. Titulacdo termométrica de cations em meio aquoso

Cations Titulante Referancia

cal*t ‘ czoz‘ 29 .

SI2+ ¥ 3

Ba’t " ) "

Hg§+ ﬂ -

bt EDTA 26

2+ w

1

cd
Ni2+ L} . L1

C02+ _ _ H .o

Tabela 2. Titulacdo termométrica de Anions em meio aguosc

Anions Titulante Referé&rcia
2~ +

szo4 Ag 30

c1” " 31, 32
POy (NH,) ,MoO, 33

soz" Ba®" 34

Bog" HF 31

82- Mno 35

4
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Tabela 3. Titulacdoc termométrica de compostos organicos em meio

aguoso

Composto Titulante Referéncia
Hidrogulinona Ce {IV} M/800 36
Fenidona Cel{lIVy M/600 "
Resorcinol Ce{IV} M/480 ¥
Mentol Cel{IV) M/ 240 "
Benzeno sulfonamida NaCl M/2 37
O-Tolueno sulfonamida NaCl M/2 "

Tabela 4. Titulagdo termoméirica de bases nitrocgenadas em melio

Scido acético

Base

Titnlante

Referéncia

Anilina
n-Butilamina
ﬁréia
Acetanilida
Piridina

Acetamida

HC10, 0,05 M°

4

38

i

a HClO4 em acido acético

glacial
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ITI.B. TITULACAO TERMOMETRICA CATALITICA (T7TC)

TI.B.1. Consideracdes Geralis

A primeira nota gue se tem do uso de reacgOes cataliti-
cas em titulacio termométrica data de 1965, através do trabalho

{39). Neste trabalho, 55 attores mostram

de.Vaughan e Swithenbank
que‘quando a acetona & usada como solvente da amostra (titulado}l,
na titulag¢3o de acidos fracos com hidrdxidos de potassio em iso-
-propancl, um aumento de temperatura e observado no ponto final
da titulac¢Zo. Este aumento de temperatura &.devido a uma reagao

exotérmica de dimerizacdo da acetona catalisada pelo lon hidroxi-

do, como mostrado a seguir:

OH -

CHBCOCHB CH3COCH2 + HZO _ (2}

CH3COCH2 + CH3COCH3 H~———O> CH3COCH2C(O )(CH3)2 (2)
- 2 e

CHBCOCHZC(O )(CHB}Z-—-“? CH3COCH2C(OH) (CH3)2 + OH (4)

O aumento de temperatura verificado no ponto final & da
ordem de 5°¢, quando o titulante & soluc@o 1 M de hidréxido de po-—
tassio em iso-propancl.

O nome "titulacido termométrica catalitica" deve-se a

Vajgand e Gaa1 (40)

que o utilizou para descrever a titulacao
termométrica, cujo ponto final estava baseado na ocorréncia de uma
reacio secundaria entre o titulante e uma outra subst3ncia que ndo
fosse o titulado, apds o ponto de equivaléncia, reacdo esta exo-
térmica. |

Loge depois, Vajgand e Gaél{éay, utilizaram o calor da

reacio de hidrataci3c do anidrido acético, catalisado por acido
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perclorico, para indicar o ponto final na titulaciao de aminas
terciidrias e sais de acidos organicos com acido perclérico.

D A aplicag¢do da polimerizacio vinilica catalisada por
dcidos e bases como forma de indicacao do ponto fiﬁal na titula-
¢80 de acidos e bases organicas, respectivamente, foi descrita por
Greenhow em 19?2{41’42}. Weiz et aiii{43} inveétigaram a possibi-—
lidade de uso da titulagic termométrica catalitica na determinacac
de substd@nciag inorgidnicas, pois desde a introducdo desta técnica,
ela sO havia sido utilizada na determinacac de substancias organi-
cas. Assim, em 1969, esse autores constataram gue o cazor Li-
berado na oxidacdo de arsenic{III) por césic{IV}), catalisada por

(4§;, pcodila

ions iodeto, reacgdo esta descrita por Willard e Young
ser utilizada para indicar o ponto final na titulagdo de pra-all),
mercirio(II} e paladio{Il}) com iodeto de potissic. A determiragaoc
de agentes complexantes e cations inorgénicos por procedimenzos
titulométricos, nos quais a reacdoc indicadora baseia-se na decom—
posigdo do perdoxido de hidrogénio ou na oxidacdo de rescrcincl por
perbxido de hidrogénio, ambas catalisadas por manganés(IiI), Jdeve-

—~se a Weilz e Kiss‘éS}.

IT.R.2. Té&cnica

{4¢€)

A titulacdo termométrica catalitica compreende dois
processos sequenciais:

a) Reacdao determinativa

A 4+ B = O {3}
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A = amestxa.{tituiado)
B = titulante {reagente)
C = produto

Nesta reacgdo, titulante e titulado reagem em guantidades
esteguiométricas. :
b} Reacao indicativa

D 4+ B —e— F + AH : _ (6}

D e E = indicador térmico
B
®»

Ml

catalisador {titulante)}

produtos (

Nesta reagao, um pequeno excesso do titulante catalisa
uma reacdao envolvendo os constituintes indicadores.

Em funcac das reaclOes determinativa e indicativa podemos
deparar com varias formas de curvas de titulagao, como pode ser
visto na figura 5.

a) Curva ideal. Apds, todo o titulado ter sido consumido
pelo titulante (reacido determinativa}, inicia-se a reacio de indi-
cagao.

b} Esta curva, vem a ilustrar a natureza competitiva dos
dois passos na TTC, por isto € que hi a necessidade de selecicnar
©0s reagentes indicadores e titulantes com apropriadas caracﬁeristi-
cas cataliticas e cinéticas.

c) A reagdo indicativa inicia-se antes de ter completado
a reacdc determinativa. Um dos fatores pode ser um produto da rea-
¢80 determinativa iniciar a reacfo indicativa, com uma posterior
inibicdc limitada da mesma.

d) A reacdo de indicacio inicia-se prematuramente, mas com
o aumento da temperatura o© titulante consome mais rapidamente o ti-
tulado, inibindo a reacdo de indicacdo a qual recomeca apds a rea-
¢ao determinativa estar virtualmente completa.

Na pratica as curvas a e b se sobrepSem e a curva mais
tipica & a b, a sobrepodicdao corresponde 3 parte mais arredondada
da curva. O ponto final neste caso & obtido através da tangente tra-
cada através da curva. A sobreposig¢ao deve ser devida a propriedades
cataliticas dos produtos formados durante a rea¢éo determinativa e
ou a concentracgao do titulante.

As reacgdes que si3o normalmente usadas como indicativas

do ponto final em titulacdo termométrica catalitica podem ser
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Temperatura / °C

e Tt S

4

el

ES
- u‘?“u.

Titulonte /mi

Figura 5. Curvas possiveis de se cobter em T.T.C.

agrupadas em trés grupos como mostrado a seguir:

1} Polimerizacao catalisada por acides fortes, bases
fortes e i10do (incluindo condensacao cetdlica e alddlica, polime-
rizagdo anidnica e catidnica). Exemplo: polimerizacdo vinilica,

catalisada por iodo em meio aguoso.

2 3 I -7

..E_
CH,=CH (OR) 3 > ICH2CH+(OR) (8)

+ nCH,=CH (OR)
ICH,CH (OR) = I[CH,CH(OR)] _CH

2CH'(OR)3 (9)

ICH,CH' (OR) + B —> CH,=CH(OR) + BI' (10)

2) Esterificacado e hidrblise catalisada por acido forte.

Exemplo: esterificacdo da gquinona, catalisada por acido
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perclorico.

0 00CCH,
OCOCH,
+ H,ccooH  (11)

| | + =2(cHco) 0 HELO

<

3} Processos de 6xido~redﬁgéo, catalisados por iodeto e ou
ions de metais de transicdo. Exemplo: oxidacio da hidrazina com
perdoxido de‘hidrogénio, oxidacao essa catalisada por Ions de co- .
bre(II).

cult
2H202 + NH,NH, ———F=—— N, + 4H,0 : {12)

Para gue uma substd@ncia possa ser utilizada como indi-
cador termométrico catalitico ideal, deve preencher os seguintes
.XQQHiSitOS:

a) Miscivel com a mistura em solugio.

b) Nio reagir com a mistura.

c) Experimentar uma reacdo exotérmica catalisada pdx uma
pequena gquantidade dé titulante, apds o ponto final.

d) A reac3o de indicagao deve ter um pequeno tempo de
indugao. |

e) A reacao de indicacdo deve ocorrer a teméeratura am-

biente.

A priori podemos dizer que a aparelhagem utilizada em
titulagao termométrica catalitica é praticamente a mesma que a

utilizada em titulacg@o termométrica convencional. O sensor de tem-
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peratura & o© termistor, ¢ gual se encontra ligado a um circuito
ponte de Wheatstone e'este a um registrador. A reacgao & processa-
da em um frasco de "Dewar". Entretanto, o aumento de ﬁemperatura
obhgervado em titulacic termométrica cataeliticsa &, normalmente, al-
gumas ordens de grandeza maior que a observada em titulacio termo-
métrica convencional. Posto isto, as precaugdes que se fazem ne-
cessdrias na Ultima técnica ndoc sdo normalmente requeridas na pri-
meira e com isto a aparelhagem pode sofrer medificacdes, que na
realidade constituem antes de tudo uma adequacgdo da aparelhagem
para uma dada determinacao, sem todavia alterar a sua esséncia.

{29}

A aparelhagem utilizada por Vaughan & Swithenbank .

a originaria da técnica, consiste de um termistor gue se encontra
conectado por meic de um simples circuito de ponte a um registra-
dor. O titulante é adicionado continuamente por uma seringa de
fluxo constante. O frasco de titulacdo constituil de um kbéquer de
20 ml provido de uma tampa, pela gual passa o fluxo do titulante,
o termistor, o tubo de gas inerte e o agitador. Um‘apérelho simi-
lar mas com um,émplificador operacional, com a finalidade de am-
plificar o sinal do termistor, e provideo de um frasco de reacgao
mais efetivo, fol usado por Weiz et alii{43} para a titulacgac de
ions ino?génicos. Essa aparelhagem & pertinente, tendo em vista
que, nessa titulac¢do, o aumento de temperatura & menor cue © Ob-
tido com indicadores térﬁicos organicos.

E de bom alvitre iembrar gque em titulacgido termométrica
catalitica a agitégéo tem gue ser eficiente, a fim de evitar con-
centrag¢des locais de titulante, evitande a prematura iniciacgioc da

. {47)

reacac de indicacio. Vajgand et alii desenvolveram um aparelhc

coulonétrico para titulac@o termométrica catalitica. Com esta apa-
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relhagem eles determinaram aminas tercidrias e carboxilatos metéa-
licos, por titulac@o com acidos gerados en um anodo de platina ou
mercurio e &acidos fracos por titulacdo com alcali gerado no cato-

do.

II.B.3. Aplicacoes

5

Embora dependente da combinacao titulante e sistema in-
dicador, o universo da titulacdoc termométrica catalitica & vasto.

Entretante, de modo geral, podemos dizer gue encontramos
aplicacdes desta técnica em reag¢des acido-base, precipitacao, com-
plexagdo e iocdimétricas em méio nao aguosc.

Cada um destes qguatro grupos de reac¢des & adeguado para
a determinacao de um grupo particular de compostos e & conveniente
considerar asg aplicac¢des de acorde com a reacgac envcelvida. Nas ta-
belas 5, 6 e 7 encontramos‘alguns exemplos de aplicacOes da titu-
15@50 termométrica catalitica(46).

Em concluééo, podemos dizer que a extensac da aplicacao
da titulacdo termométrica catalitica esta limitada pela disponibi-
lidade de combinacOes adequadas de reacgdes determinativas e indi-
cadoras, e a intrinseca seletividade do método da indicacac do
ponto final. A titulacdao termométrica catalitica difere fundamen-
talmente da convencional. A Gltima € um procedimento no qual o ca-
lor da reacdo entre o titulante e o titulado & monitorizado e a )
troca de calor depende da guantidade da amostra. AC passo gue, na
primeira, © ponto final & detectado por uma reacdo entre o indica-
dor termomé&trico e o titulante, sendo que a alteragac de tempera-

tura irad depender da concentracao do indicador.
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acidos e subst3ncias acidas

Acidos e subs- Reagente Titulante Solilvente Raefe-
tancias acidas indicador molaridade da amos- réncia
{ml} {moles/1} tra
{ml}
Acido borico; acido
fosforico; &cidos
carboxilicos; amino- Acetaldeido 2
~acidos; ceto-endis {3) KOH® (0,5} Agua (2) 48
SolucOes aguosas de:
acido benzdico; fos- DMSO (5)
forico; borico. Fenol; Agua
resorcinol; amino-aci- acriloni- a {0,2 -
dos trila{2) KOH™ (0,5) 1,0} 49
% ¥m iso-propancl ou.igua
Tabela 6. Titulacao de bases
Bases Reagente Titulante Sclvente Refe-
indicador molaridade da amos- réncia
(m1) {moles/1) tra
{ml)
Algquil e aminas ter- Anidridoc Acido
ciarias heterocicli- acetico acético,
cas, incluindo anti- : aridrido 30-47
15, . : (0,5-2) + T
plrlna,‘Cinconinai Aqua a;gtlcc,
piridoxina e cafelna, (0,1 - HO10 & nitrome- 51-52
carboxildtos de g0~ 0’5) 4 ano
dio e de potassio ! {0,25) (7=25)
Alquil primario, se- Z-metil- Tolueno,
cundario e terciario, propilvi=- b acstonz,
aminas aciciclicas, nil éter BF3_Et20 acido acé- .
aminas heter?ciclicas, {2-10) (0,001) tizo, ni-
dimetilssulfoxido e ! troetano, 53
hexametilfosforamida 1-2~diclo-
rcetansc
{(2-10)

a

co ou nitrometanc
o)

trila ou nitroetano

Fm acido acético e misturas de acido acético com

Em dioxano e misturas de dioxano com i-2Z~diclorocetano,

anidrido aceti-

acriloni-



‘Tabela 7. Diversas titulacdes
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Compostos Reagente Titulante Solvente Ref.
indicador molaridade (ml)
{ml) imoles/ 1}
EDA, EDTA H,0,% + MnClL,, Agua (5) 45
resorcinol {1074 -
ou -2
a 2.10 7}
H30;
Nal, KI., Etilvinil 12 DMF {(2-5} 54
. éter 1 -3 5-5
ZnIzl NlIz! (2__3) (5- 0_2 AN ( - )
Pb12 5.10 7} Clorcfor-
mio (2-3)
a

272
b

H,O. 5% 0,1 mi

52 de resorcinol 0,1 mi
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CAPITULO IIXI

DIMETILSULFOXIDO

No presente estudo, trabalhamos com solvente misteo, ou
seja, DMSO e agua. A razdo principal da utilizacio deste solvente
misto reside em problemas de solubilidade.

Solventes gue apresentam constante dielétrica malcr gue
15 ¢ gue, embora contenham &tomos de hidrogé&nio nlc sio capazes de
doa~los para formar fortes pontes de hidrog@nio com espécies apro-
priadas, sao classificados como solventes dipolares aprdticos. Den-
tre os solventes dipolares aproticos temos ¢ dimetilsulfdxido (DMSO),
o gual apresenta momento dipolar igual a 4,3 D. Consideremos guatro
tipos de modelos de intera¢bes sclventes-soluto a saber: ion-dipolo,
dipolo-dipolo, formacdo de complexos 7 e ligagdo de hidrogénioc. Em
solfentes proticos, os guais solvatam dnions por interacao ion-dipo-
lo e por forte ponte de hidrogénio, a facilidade de solvatacdo au-
menta com © decréscimo do tamanho e aumenta com a eletronegétividade
do dnion. Temos, pols, a seguinte ordem de solvatacdoc:
SCN_<I:KN;<Brm<C1_<F"~OH“€55).

Anions sdo menos solvatados por solvente dipolar aproti-
co, sendo gue anions largamente polarizaveis sio mais facilmente
solvatados gue os menos polarizaveis. Desta forma, a série de solva-

{55)

tacdo & de ordem inversa a anterior . Os cations sao geralmente

menos solvatados em solventes proéticos gue os énions(Se). 0 inverso
é verdadeiro para © solvente dipolar aprdtico.

Entretanto, a capacidade de um solvente -atuar comc doador
de proton ou de eléetron vem caracterizid-lo melhor gue a sua polari-
dade.

Entre os solventes dipolares aproticos, dimetilssulfoxi-

do tem crescido de importancia nos (ltimos anos. Esta importdncia é

tdo somente devida ao seu alto poder solvente, visto gue muitos com-
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postos oxganicos e inorganicos nele sido soliveis, mas também devido

id facilidade de sua produgéo{S?}.

DMSO € um liguido incolor, inodoro e higroscopico. A
20°¢ apresenta-se sob a forma de uma mistura em eguilibric contendo
10% de égua‘sg}.

Algumas de suas propriedades fisicas estlc listadas na

tabela 8.

Tabela 8. Constantes fisicas do DMSO(SS)

Ponto de fusio , 18,55 + 0,02%%C

Ponto de ebulicio 189,0 % c,zgc/?so rmHg
Calor especifico a 25°¢ 0,4698 cal/g

Densidade a 20°¢c 1,1000 g/cm3

Volume molar a 20°C 71,03 cm3/mol
Constante dieldtrica a 20°C 48,9

Momento dipolar 4,3 £ 0,1 D
Condutividade especifica a 20°C 7 3,10”8 o tem™t

pka 31,3

Viscogsidade, c.p. a ZSOC | 1,99

DMSO & melhor formulado como sendo um hibride de resso-

nincia de estrutura candnica apresentando uma ligacgao poralizada

§ -~ 0, gque apresenta uma dupla ligagao (p — d) 9S0.
H,C H.C
N = 3 R
s--0: Nsito (13)
/ . = / * >
H,.C H,C

DMSO contém dois atomos doadores: o atomo de cxigénio
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que apresenta alta densidade eletrdnica e ¢ &dtomo de enxofre, gue a
despeito do seu carater parcialmente positivo, possui propriedades
nucleofilicas por causa de seu par de elétrons desemparelhado.

G alto e seletivo poder de solubilizacdo do DMSO & devi-
do a trés importantes propriedades: sua relativamente alta polaribi-
lidade, sua habilidade em formar ligacioc de hidrﬁgénio e o fato Jde
ser liguido em uma grande faixa de temperatura.

DMSO sofre autoprotélise de acordo com a eguacgac

H,C H,C T H i
< R N < ]
2 S == S—0 Se= Q1 | {14}
7 * / + v
HiC , HsC H,C

Devido & grande densidade eletrdnica do Atomo de oxigé-
nic, DMSO sovlata cations em geral.

A basicidade do DMSO, a qual & resultante da grande den-
sidade eletrOnica do atomo de oxigénio, € levemente maicr gue a da
agua. O termo aprotico sugere que a acidez do DMSO em &cua ndo & su-—
ficiente para permitir que ele atue como um doador de prdtorns para
a agua. Pelo fato de ser uma base mais forte gue a &gua, o coefici-
ente de transferéncia do préton entre a Agua e o mesmo & da ordem de

103’5 (59). Lindenberg(60)

3

estimou gue a ligac¢do de hidrocgérnio entre

IS

DMSO e égué & 1,3 vezes mais forte gue aguelas entre as moléculas de
agua. Quando agua & misturada com forte hidrogénio aceptor, tal como
DMSO, muito calor e libertado e, sob certas condic¢des, a mistura
torna-se viscosa por um certo tempo. Isto ocorre devido i guebra do
anel de enxofre e oxigénio da estrutura{l), que foi sugerida por

Schiafer e Schaffernicht(sg)

{61)

e a formacao de uma estrutura de ligacéo

de hidrogénio (II)
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Mg’;ﬁe N%‘)ye Mg\ Me
$—0— sto | vl ot
N
{1
RS ! o
P ?..“.?ﬁﬁfgu..wm@uH”.g_HHOTTﬁ%.,”.?

I Me Me H. .. (15)

(1)

Stewart e G‘Donneil(ﬁz)

mostraram que a atividade dos
ions hidrdoxidos em solugbes aguosas de DMSO aumenta com o aumento
da concentracdo dos mesmos. Isto ocorre devido & competicio do DMSO
com a molécula de agua, gue ordinariamente solvata o Ion hidroxido.
Esta competig¢do diminui a esfera de solvatacdo do ion hidrédxido,
causando um aumento de sua atividade.

A importanica biblégica do DMSO reside no fato de poderx
penetrar na barreira dérmica rapidamente e em altas concentra-
Qaes(GB).

DMSO penetra em tecidos vivds, provavelmente devido a
sua natureza polar, sua capacidade em formar ponte de hidrogénic e
a sua estrutura relativamente pequena e compacta.

Esta combinacao de propriedades resulta na habilidade
de DMSO associar com agua, proteinas, carbohidratos, acidos nuclei-
cos, substdncias idnicas e outros constituintes do sistema vivo. )
DMSO é extremamente efetivo na alteracgio da configuracio de protei-

nas, alteracd@o esta aparentemente reversivel, O efeito do DMSO &

devido em parte a formacg3oc de estruturas hidratadas nas quais a li-
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gacac hidrogénio entre DMSO e agua ou outros grupes proton—doadores,
serem mals fortes que a ligacdo de hidrogénio, entre moléculas de
agua. DMSO afeta as ligagdOes hidrofilicas e, a altas concentracgdes,
pode afetar as ligacBes hidrofdébicas das proteinas.

O estudo do sistema sclvente DMSO-agua € de importdncia
fundamental para o conhecimento das possivels fungdes de DMSO enm
sistemas biologicos gue podem estar associadas & substituicac ds
moléculas de égué, associadas com os constituintes celulares ou afe-
tando a estrutura da agua onipresente. Dados termodindmicos, dielé-

tricos, de titulacdo termométrica catalitica(G%) (63)

e de relaxacao
mostram a existéncia de uma forte interacdoc entre DMSO e agua. Uma
molécula de DMSO preferencialmente associa-se com duas molégulas de
agua. DMSO estabiliza a estrutura, em forma de cacho, da agua. Pcde,
por conseguinte, ser capaz de deslocar o equilibric entre a agua me-
nos estruturada e a mais estruturada, em favor da Gltima. A hidrata-

cdo dos constituintes celulares(66)

e a atividade da agua em geral,
ndo sdo necessariamente as mesmas nos diferentes estados de agua.
Compreende-se gue DMS0O pode exercer um efeito indireto nos sistemas
bioldgicos pelo seu poder de alterar a estrutura liguida da 5gu&.
Entre as conseguéncias bicldogicas mais importantes,deste efeito in-
direto do DMSOQ, podemos menciocnar as alteracdes na conformagéo‘e as-—
sociagao de proteinas e outras moléculas. Efeitos bioldgicos mais
diretamente causados por DMSO, sem uma profunda alteragdo na sua

identidade guimica, incluem alteracdes no equilibrio par idnico e na

especifica solvatacdc de doadores de liga¢do de hidrogénio.
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CAPITULO IV

REACEO DE CIANOETILACAQ EM MEIQ DMSO-AGUA

IV.A. CONSIDERACOES GERAIS

Uma variedade de compostos organicos e inorganicos, gue

e

possuem atomos de hidrogénio labeils, adicionam facilmente acrilo-
nitrila com a formacio de moléculas contendo grupes cilancetilados.
Esta reacio & comumente conhecida como "cianoetilacdo" e constituil

um tipo de reacdo de Michael{67).

RH + CH,=CHCN ————3> RCHZCHQCN (16)

Compostos gue contém atomos de hidrogénioc reativos, o©s
quais podem ser adicionados a acrilonitrila, sao:

a) Compostos gue tém um cou mais grupos -NH-, tais como:
amonia, aminas primarias e secundadrias, hidrazina, hidroxilaminra,
imidas, lactonas e amidas.

b) Compostos qgue tém um ou mais grupos -OH, -SH ou -AsH-,
tais como: agua, alcoois, feno®is, aminas, sulfeto de hidrogénic,
mercaptanas e arsinas.

c) Cerfos compostos acides, tais como: acido cianidrico,

iecido cloridrico, acido bromidrico e bissulfeto de sodio.

D

d) Composﬁos gque possuem O grupo HCX3, nos quais X
cloretc ou brometo.
e) Sulfonas gue apresentam um grupo ~CH,- entre O <Crupo

~-S0.. ou um anel aromatico.

2

f} Nitro compostos que apresentam o0s seguintes Jgrucos
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-CH=-, mCHz— Ou.—CHB, contiguos para o grupo wNOE,

g} Compostos tals como: ésteres maldnicos, malonamida,
ciandacetamida, etc., nos quails um grupo wCH—<n1-CH2— esta situado
entre o8 grupos mCOZR, -CN, -CONH-,

A reacdo de cianoetilaclo, exceto com certas aminas,
usualmente reguer a presencga de um cétaiisador alcalino. Catalisado-
res tipicos, ©s guais sdc Otimos para este propdsito, sao os oOxidos,
hidroxidos, alcdxidos, hidretos, cianetos e amidas dos metals alca-
linos sodio e potassio,

A introducgdo do uso da acrilonitrila como indicador ter=-
mométrico em titulacdes termométricas cataliticas deve~se a Green-
hgwiég), gue a utilizou para a indicag¢do do ponto final da titula-
cio de acidos fracos com bases fortes em melc organico. O aumento de
temperatura gue indica o ponto final da titulagdo & causado por uma
reacio exotérmica, catalisada por pequenc excesso do titulante ba-
sico.

No ponto final, duas reagbes podem ocorreér: polimeriza-
¢do anidnica da aérilonitrila (reac3o 17) e ciancetilacgZo, desde que

esteja presente um substrato adequado (reacdo 18).

n CH,=CHCN 8
f A(CH,CH,CN), CH,CHCN
(17)
S
H,C = CH—CN + A" ACH, CHCN—
RH -
A=catalisador ACH,CHCN+R™; {(18)
RH=substrato R™+CH,= CHCN— R CHng CN;

RCH,BHCN+ RH —= RCH,CH,CN+ R~
Posteriormente, verificou-se gue a polimerizacdoc anidni-

ca & predominante quando.a concentracgaoc de compostos capazes de so-
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frerem ciancetilacgio é baixa{éz}.

Em certas titulagdes, devido a problemas de solubilidade
do titulado, +torna-se necessadriza a presenca de agua no sistema sol-
vente. Entmétantc, a sué presenca apresenta um efeito adverso nas
curvase de titulacdo, devido & sua capacidade de retardar o efeito
catalitico dos Ions hidrdxidos. Mas,-devide ao fato de DMSC, ou ocu-
tro solvente dipolar aprético, reduzir esse efeito adverso, levou-
-nos a optar pelo meio agua solvente dipolar aproético. Em meic DMSO-
dgua, pode haver a formagdo do composto bis{diaciancetil)éter, pro-
veniente da ciancetilacgdo da agua. Quando temos alcocl presente no
titulante ou adicionado ac titulado, pode haver a cianoetilacdc do
mesmo .

A reacdo de ciancetilacdo dos alcools pode ser assim es-—

gquematizada:

- =Y - T 17— .
RO + CH2 CH-CN el ROCHE(IZ H {lenta) {19)
CHN
ROCH,C-H + ROH ZZ——= RO + ROCH,CH,CN - (20
CHN

No presente trabalho R pode ser um dos seguintes radi-
cais: n-propil, sec-propil, n-butil- sec-butil, ter-butil.
A reacao de cianoetilacdo da agua ocorre da seguinte

forma(Gg):

= T > T |
CH, CHCN + 0QH P ma— HOCH,,CHCN {(lenta) (21)

HOCH:ZC“HCN + H,0 “~T> HO-C-C-CN + OH (rapida) (22)
H,H
272
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-Cm T D -
OH-C~C~CN + OH  ZI——= (-C-C-CN + H,0 (rdpida) {23)
H_H

2
HaHy 2"
<§L§~E—CN + H,C=C~CN =2 NC-C-C-0-C-C~CN (répida) (24)
SH, H H H, H,H
zﬁc~§w§~o~§«glcm + Hy0 ZT2 NC-C-C-0-C-C-CN + OH
2f2 My Haly HpHy

{rapida) {25}

O propdésito deste estudoc € procurarmeos identificar as
reacdes e os compostos responsaveis pelo aumente de temperatura no
ponto final da titulacao de &cidos, em meio DMSO-agua, e, desta for-
ma, podermos escolher sistematicamente a mistura dereacio & o titulan=—-
te mais favoravel para a titulacgdo, em funcac da forma da curva. Fo-—
ram utilizados dois par@metros, sendo gue um deles fcl re+irado da
propria curva de titulacdo e o outro a partir dos dacdos cbtidcs por

cromatografia a gas.

IV.B. PARTE EXPERIMENTAL

IV.B.1. Aparelhagemn

IV.B.l.a. Aparelhagem utilizada nas titulagdes termome-

tricas cataliticas

Como foi visto anteriormente, uma das vantagens da titu—
iagéo termométrica catalitica ?eside no fato da aparelhagem exigida
ser simples e facil ae ser montada. O esguema de tal aparelhagem pods
ser visto na figura 6.

O titulante e adicionado por meio de uma seringa ce vi-

dro, marca "Omega”, com a capacidade de 20,0 ml, acoplada aoc eguipa-



37

Dewar "nao espelhado” éom a éapaciéade de 20,0 ml. Utilizamos um
termistor com resisténcia de valor nominal de 2.286 & a 2SOC, com:
variacdo de aproximadamente 5% da resisténcia por °c. a agitacao da
solucio & feita através de agitadaf magnético.

O termistor, por sua vez, encontra-se no interior de um
tubo de vidro imerso em mercltrioc metélice, para a sua protegac meca-
nica e protecgdo do circuito eletrico. O termistor encontra-se ligado
ao circuite da pénte de Wheatstcne e esta a um registrador potencio-
métrico, sendo a ponte de marca Leeds e Northrup modelo 4760, cuja
tensdo de alimentacdo é fornecida por uma bateria de mercurio de
1,45 V. O registrador potenciométrico & da marca ECB- Eguipamentos
Cientificos do Brasil, modelo RB 101, cuja sensibilidade varia de
2 Valmv. A impedincia de entrada na faixa utilizada & de 1 M.
‘Usamos uma velocidade nominal do papel de 1 cm/min, sendc gue < pa-
pel possui uma escala arbitraria de 100 divisdCes.

Faz parte do sistema o termistor, montado com uma ponte
de Wheatstone, e o registrador potenciométrico. Ja sabemos que a
resisténcia do termistor ndo varia linearmente com a temperatura,

porém, interessa verificar a resposta de todo o sistema.

Quanto & estabilidade do termistor, Robertson et alii(70)
compararam © mesmo a um termdmetro de platina e concluiram que os
termistores apresentam alta confiabilidade para medidas de tempe-

- O - - .
raturas absolutas, pelc menos ate * 0,01°C, por um periodo de varios
meses. Um esquema do circuito termistor montado na ponte de Wheatstone
e registrador potenciométrico, bem como a analise do circuite, foi

pem discutido poxr Macedo Costa(71).
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Figura 6. Esguema da aparelhagem utilizada na titulacdo termométrica

catalitica

mento "Syringe Pump 351" da Sage Instruments, gue permite a sua uti-

lizagdo com vazbes constantes. Este equipamento possibilita o uso em

dezenove vazoes diferentes, cuijos valores nominais vioc de 0,15 m1/min
a 60 ml/min. Ligado a ponta da seringa temos um tﬁbq de polietileno,

cujo difmetro interno & de aproximadamente 1 mm, o gual conduz o ti-

tulante até o frasco de titulaciao. |

As titulag¢des termométricas sdc desenvolvidas no frasco
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IV.B.1.b. Aparelhagem utilizada nas determinac¢des croma-

tograficas

Para procedermos as andlises cromatogriéficas dos compos-
tos de ciancetilag¢do dos alcoois, da dgua, bem como da acrilonitrila,
utilizamos um cromatdgrafo & gas, marca Varian, modelo 920, detector
de condutividade térmica e as seguintes colunas, por nds preparadas:

a} Para a determinagdoc dos compostos de ciancetilacdo do
n-propanol e iso-propanol, da acrilonitrila e dos alcoois, usamos
uma coluna de aluminio de 2 m de comprimento e 1/4" de didmetro, re-
cheada com FTAP 3% sobre Varaport 30 a 100 mesh.

I} Na determinacac dos compostos provenientes da cianoe-
tilacgdo da a&gua e dos alcocis n-butancl e sec-butanol, lancamos mio
ae uma coluna de aluminio de 2 m de comprimento e 1/8%" de di&metro,

recheada com OV-17 3% scbre Chromosorb-G, 100 mesh.

IV.B.2. Calibracdes

IV.B.2.a. Calibracado do termistor

O termistor foi calibrado nas sensibilidades usadas nos
trabalhos ou seija: 10, 50, 100 e 5300 mV. Nesta calibracido manteve-se
os valores das resisténcias da ponte constantes e mediu~-se a defle-
%80 do registrador com a variacio de temperatura. ?ara tantoe, © se-—
guinte procedimento foi adotado: o termistor fol colocado em um
frasco "Dewar".néo espelhado, no gual havia um termdmetro comum, dé
mercurio, gque, com a ajuda da lupa, era possivel de se ler ate 0,05°C
e um termbmetro Beckmann, gue com uma lupa era possivel de se ler

até O,OOSOC. Medimos a deflexacdo do registrador aoc variarmos a tem-
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peratura enm O,ZGOOC, mantendo-se todes os valores de resisténcia da
ponte constantes. A temperatura inicial foi de 25,00 * O,OSOC 2 a
resisténcia do termistor de 2 286 * 1 {i. Obtivemos os dados apresen-

tados na tabela 9.

Tabela %, Dados relativos 3 calibracio do termistor em Cc/cm

eneibic N e penieiodo
mvV CC/cm
io 9 0,058 0,002 3,1
50 9 0,285 0,005 0,7
1060 S 0.48¢6 4,001 0,3
500 9 2,115 .0,002 0,1

Observacdo: nas medidas de temperatura foi utilizade um termometro

Beckmann. T 25,OOOC

inicial
IV.B.2.b. Calibracdo da seringa com vazaoc constante

O aparelho "Syringe Pump" modelo 351 da Sage Instrumaents,
no qual foi conectade uma seringa de vidro de 20,0 ml de capacidade,
marca "Omega", permite que se trabalhe em dezenove vazdes nominais
diferentes, de 0,15 ml/min a 60 mi/min.

Foram feitas calibracoOes das vazOes nominais de 0,2
ml/min, 0,3 ml/min, 0,4 ml/min, 1,0 ml/min e 1,5 mi/min.

Os resultados encontram—se listados na ﬁabela 10.

IV.B.2.¢. Calibracido do material volumétrico

Baldes, pipetas e buretas foram calibrados com agua des-
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Tabela 10. Dados relativos & calibragdo da seringa Omega de 20,0 ml

de capacidade

Vazao Tempo Tempera-~ N Vazdaoc real S S elativo
nomi~ de va~ tura de ml/min 5
nal 230 calibra-
ml/min min cao
Or
0,2 5 23 ) 0,198 0,002 g,¢8
0,3 5 24 4] 0,298 0,001 < 0,1
0,4 5 24 ) 0,400 0,001 0,3
1,0 2 25 6 1,004 0,002 0,2
1.5 2 22 & 1,502 0,003 0,2
N = numero de medidas

tilada, em eguilibrio termico com o ambiente. Foram feitas seis me-—
¥

didas em cada caso, os desvios foram iguais ou menores gue 0,04%.

Iv.B.3.

Reagentes Utilizados

Na realizacdo do presente trabalho, utilizou-se as se-

guintes substéncias:

Hidrox

Acido benzdico R.P.E.

ido de potassio R.P.E.

18-Crown-6 "Aldrich"

Dimeti

Hidrdoxido de tetraetilambnio a 20%

lssulfdéxido P.A., "Merck"®

Acrilonitrila P.A. "Merck"”

n-propanol R.P.E.

"Carlc Erba®

"Carlo Erba'.

"Carlo Erba”

"Aldrich"
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- Iso~prepénol ?,A. "Baker®

— n-butancl P.A. "Merck”

- Sec~putancl P.A. "Merck”

' — Sec-butanol R.P.E. "Carlo Erba"

— Potassio metdlico comercial

Usamos também os comyostés provenientes da cianoetilacaoc
dos Alcoois e da aAgua. 0Os mesmos foram por nés sintetizados, como
descrito a seguir, conforme indicacio obtida atravésldo trabalho de
(67}

Brunson

Preparacdo do B-n-propdoxi propiconitrila

A reacao gue ocorre &€ a seguinte:
) |
H,C-C~C=OH + H,C=C-CN KOH a 3%, H,C=C~C=0~C-C~CN (26)
HH, H | HyH, H,H,

A quantidade de base é cerca de 3% do peso do Glcool. Fizemos uma so-
1ugéo de base (KOH) no &lcool (n~propanol), logo apds adiciona
lentamente a acrilenitrila, sob agitagdo vigorosa e resfriamento

(na adicdo da acrilonitrila a temperatura nac deve ultrapassar 5%y .
Depois que toda a acrilonitrila foi adicionada, aquecemos a mistura
em banho maria a aproximadamente 80°¢C por uma hora. A seguir acidi-
ficamos com acido acético glacial e destila-se a vacuo.

Algumas caracteristicas do 3-n-propdxi propionitrilza sao
ponto de ebuligdoc = 65°C a 20 mmHg, densidade relativa = 0,882. Para
verificar a pureza do produto e identifica-lo, utilizamos as técricas
de cromatografia 3 gas e ressondncia magnética nuélgar.

Os demais compostos provenientes da cianoetilagd@o dos
dlcoois foram preparados de forma similar a esta; com excegac o

RB-ter-butdxipropionitrila. Neste caso, h& a necessidade de se efe-
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- . o
tuar a reagaco sob aguecimente, em torno de 80°C.

Preparacdo do bis{diciancetil)éter

A reacido que € a seguinte;
2H,C=C—CN + H,0 OH 10% 5 ye-c-C-0-C-C-CN (27)
H dioxano H2H2 3232

Adiciona-se dioxano sobre uma solucio agquosa de hidrd-—
xido de potassio a 10% e sob agitacidoc adiciocona~se a acrilonitrila.
A seguir agquece-se a refluxo por seis horas a 80°C. Neutraliza-se
© hidréxido com acido cloridrico 3 M e destila-se a vacuo.

Algumas caracteristicas do bis{diciancetil)éter sdo pon-
to de ebulicBo = 61-63°C a 5,5 mmHg, densidade relativa = 1,048.

Para verificar a pureza do produto e identificar, utili-—
zamos as técnicas de cromatografia a gas e ressondncia magnética nu-
clear.

Solucdes utilizadas e suas pvadronizacdes

No estudo das rea¢les de cianocetilacio utilizamos como

solugdo titulada a de &cido benzdico 0,1 M em DMSO:H.C 8:1 -(V/V).

2
Como titulantes utilizamos as seguintes solucdes:
a) Solucgédo 0,1 M de hidrdxido de potdssio em n-propanol
e em iso-propanol, preparadas pela dissolucdo do hidrdéxido no Alcool.
b) Solucdo 0,1 Mde n-butdxido de potéssio em n-butanocl,
sec-butdxido de potassio em sec-butanol e ter-butdxido de potassio
em ter-butanol, preparadas a partir da dissolucdo de potdssio meta-
lico nos alcoois correspondentes. Estas dissolucbes devem ser feitas
sob resfriamento e o adlcool deve estar isento de Agud.

¢} Solucao 0,1 M de hidrdxido de tetraetilamdnio, prepa-—

rada pela diluicio da soluclo a 20% em Agua, na mistura DMSO: H,0
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8:1 (V/V}.

d) solucdo 0,1 M de hidroxido de potassio em DMSO:H,O
8:1 (V/V) com l8-crown-6. Esta soluc¢do & preparada da seguinte ma-
neira: usa-se guantidades eguimoleculares de hidrdxido de potassio
e 18-crown-6. Primeiramente dissolve-se o 18-crown-6 na mistura
DMSO:H,0 8:1 (V/V), apds sua dissoluclo adiciocna“se o hidrdoxido de
potéssio e agita-se até a sua completa dissolucgio.

A .padronizagio das solugdes titulantes & feita da se-
guinte forma: como padrdo primaric usa-se o acido benzdoico e proce-
demos a titulaclo no meio igual ao da solucdo a ser padronizada. Como
indicador usa—se a fenolftaleina. A titulacdo deve ser feita sob atmos-
fera de nitrogénio. Deve-se proceder em gualguer padronizacZo & ti-
tulagdo do branco.

Tratamento dos solventes

Dimetilssulfoxido e acrilonitrila foram redestilados e
secos em peneira molecular de 4 2. 0s dlcoois foram apenas secos em

peneira molecular de 4 2.

IV.B.4. Procedimento

IV.B.4.a. Escolha do meioc de reacao &time

Com a finalidade de estabelecer gual seria a melhor ra-
280 entre DMSO e Agua, bem como ¢ melhor volume de acrilonitrila,
realizamos estudos gualitativos para tal e como parametro utilizamés
o coeficiente angular {pardmetro ), obtido a partir 'da curva de -

tulacg¢do, calculado da maneira gue & mostrado na figura 7.

Neste estudo usamos como titulado a solucgdo de acidoe
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Figura 7. Demonstracac da maneira de calcular o par@metro 2. Quanto

maior o valor dg a, melhor &€ a curva de titulacéo

benzdico 0,1 M em DMSO-agua 6:1 (V/V) e como titulante a solucdoc de
{0255)4NOH 0,1 M em DMSO-a&gua 6:1 (V/V), preparada e padronizada
conforme descrito em IV.B.3.

IV.B.4.b. Determinacido do volume otimo de DMSO

Neste estudo mantivemos o volume de agua constante, ou
seja, 1,0 ml e variamos o volume de DMSC (de 3,0 a 12,0 ml}). Os re-
sultados obtidos estdo na figura 8.

IV.B.4.c. Determinacdo do volume Otimo de agua

Para a realizacdc deste estudc, mantivemos o volume de
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1.20

3.00+

0,504

i
0 6.0 12,0
Volume DMSO/ml

Figura 8. Determinagdo do volume 6timo de DMSO. Titulado: 2,00 ml
de soclucgdo de acido benzdico 0,100 M em DMSO-agua 611

(V/V}); titulante: sclucgdoc de (C2H )

5 4NOH 0,092 M em'
DMSO-agua 6:1 (V/V). Sistema solvente: DMSO (variivel),
H20 (1,0 ml) e AN (4,0 ml)

DMSO constante, ou seja, em torno de 8,0 ml. Este valor cCorresoon-—
de ao volume Otimo de DMSO, pois nos forneceu o maior valor de o,

que pode ser visto na figura 8. O volume de Agua é variavel (e

0,25 a 2,00 ml}. Os resultados obtidos estdo na figura 9.
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2,00+

og oL 1,00-

1
o : o0 2,00
Volume H,0 /mi

Figura 9. Determinacio do volume 6timc de agua. Titulado: 2,00 ml
de solucdo acido benzdico (,100 M em DMSO-agua 6:1 (V/V);

titulante solucgio de (C2H

) ,NOH 0,094 M em DMSO-agua 6:1

574

(V/V). Sistema solvente: DMSO {8,0 ml), Hzo_ (variavel},

AN (4,0 ml}.

IV.B.4.d. Determinagao do volume &timo de acrilonitrila

Greenhow & Dajer de Torrijos”mutiiizaram na titulacao de ac

do benzdico emmeio DMSO, com n-butdxido de potassic em n-butanol, o volu-
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me de 4,0 ml de acrilonitrila. Este sistema leva & obtencio de uma
curva de titulacdo ideal. Na determinacio dos volumes de DMSQO e
égﬁa no nossgo sistema, como uma primeira aproximacio, consideramos
estes volumes como sendo Otimos. Entretanto, apts obtermos as pPro-—-
porgdes Stimas de DMSO e agua em 8:1 {V/V), como pode ser verifi-
cado pela anidlise das figuras 8 e 9, procedemoé a verificacdc do
volume otimo de acrilonitrila, Para tanto, fixamos o0 meioc de rea-
cdo em 8:1 (V/V) de DMSO~agua e variamcs o volume de acrilonitrila
{de 0,5 a 10,0 ml). Os resultados obtidos encontram-se na f[icura
10.

Os resultados destes estudos nos permitin conclulyr gue
o melhor meio de reacdo, bem como o volume Otimo do indicador ter-

mométrico, € © seguinte: DMSO-agua-aN 8:1:4 (V/V).

IV.B.4.e. Titulacdo termométrica catalitica

L
6]
)
i

Com os titulantes mencionados na seccgio IV.B.3
meio DMSO-H,O-AN 8:1:4 {(V/V), acrescido de gquantidades cdessejiveils

de alccol, correspondente ac do meio do titulante, crocedemcs

%3]

titulacdo termométrica catalitica de amostras de 10 milinolesz de
dcideo benzdico dissolvidas enm DMSO:HZO 8:1 (V/V), utilizando a
aparelhagem descfita em IV.B.l.a. Os titulantes foram acdiciorados
a uma velocidade constante de 0,2 ml/min.

Apds o término da titulacdo, os meios foram acidificados
com cerca de 0,5 ml de acido acético glacial para inibir a resacio
catalitica.

Para a analise cromatogréafica, levamos o meic de reazio,

apbs acidificado,a 25,0 ml com a mistura DMSO-H,O 8:1 {(V/V}). Desta

2
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1801

o) @
® m—
1,00+
logd
0,50
o : . -
0 : 50 10,0

VOLUME AN/ml

Figura 10. Determinag¢idc do volume Otimo de acrilonitrila. Titula-
do: 2,00 ml de solug¢dc de acido benzdico 0,1000 M em
DMSO-&gua 8:1 (V/V); titulante: solucgdo de {C2H5)4NGH
0,087 M em DMSO-agua 8:1 (V/V). Sistema solvente: DMSO

{8,0 ml}), H2O (1,0 mly, AN (variavel).

mistura tomamos 15,0 pl para a andlise. Na identificac¢do dos com—

postos por cromatografia a gas usamos o pardmetro tempo de reten-
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géq (tr}, comparandco-se o txr de um padrdo com ¢ da amostra e © mé-
todo de adicio de padrio. Para determinac¢bes guantitativas, utili-
zamos curvas padrdes e o método de adigdo de padrdo. Cumpre-nos

ressaltar gue as scolucdes padrdes para a elaboracgdo das curvas pa-

‘drdes foram feitas da mesma forma gue a solucdo da amostra.

r

IV.C. RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns graficos de titulacgdo, relacicnados com a titula-
¢80 de adcido benzdico em meio DMSO-H,0-AN 8:1:4 (V/V} com alguns
dos titulantes utilizados s&oc apresentados na figura 11.

A influéncia de diferentes guantidades de alcoois na
curva de titulaclo, para diferentes titulantes, sdo mostradas nas
figuras 12 a 18. Elas reférem—se 3 titulacido de &acido benzdico em

mistura de DMSO-H,O-AN 8:1:4 (V/V), com variadas guantidades de

2
dlcoois. O paré@metro a, obtido a partir dos graficos de titulacao,
imediatamente apés o ponto final, & graficado em fungdo do volume de
dlcool adicionado, para cada titulante utilizado. Através destes
graficos, podemosunotar gque o efeito dé adicdc de alccols & mais
evidente guandc os titulantes s8o: hidrdxido de potassioc em DMSO-
H,0 8:1 (V/V) e 18-crown-6; hidrdxido de tetraetilamdnio em DMSO-
H,0 8:1 (V/V); sec-butdxido de potdssio em sec-butanol e ter-buto-
xido de'gotéssio em ter-butanol. Esses efeitos contude sio difi-
ceis de éergm observados guando os titulantes sdoc hidroxido de pém
tissio em n-propanol, iso-propanol e n~-butanocl. Porém, neste ponto

é necessario lembrar que cexrca de 1,0 ml de alcool ou DMSO-H,0

8:1 (V/V) oriundo do titulante, estd presente na mistura no ponto
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© — N-PROPANOL
X — ISO-PROPANCL
O — N-BUTANOL

O — SEC-BUTANOL
& — TER—-BUTANOL

40,0+

20,0~

O 3.(I)O 2,100 EBram:o
[RO H] /mi

Figura 12. Titulante: solucdoc de KOH 0,087 M solubilizado em

DMSO:H20 8:1 (V/V) com l18-crown-6.
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© — N-PROPANOL

X — 150~ PROPANCL

O — N-BUTANOL

O — SEC-BUTANOL
& — TER-BUTANOL

40,0

200

o] LOO 2E.OO EEirc:mcc
[RO H] /mi

Figura 13. Titulante: solugdo de (C2H5)4NOH 0,101 M em DMSO:

8:1 (V/V}.
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© — N-PROPANCL
X — 1SO-PROPANOL
0 — N-BUTANGL
O — SEC-BUTANOL
& — TER-BUTANOL

15,0+

i ;
0 Lco 200 Branco

Figura 14. Titulante: soluc¢do de sec-butdxidc de potassio 0,062 M

ent sec-butanol.
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& — N-PROPANGL
x o 150~-PROPANCL
0 — N-BUTANOL
¢ — SEC-BUTANOL
& — TER-BUTANOL

300

T T T
0 1,00 200 Branco

[EOPﬂ/mi

Figura 15. Titulante: solugioc de ter-butdxido de potassic 0,116 M

em ter-butanol.
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o — N-PROPANOL
X — 150-PROPANOL
O — N-BUTANOL
O — SEC-BUTANOL
& — TER-BUTANOL
80,0
@
d
40,0
T T T
o 1,00 200 Branco

[ROH}/mi

Figura 16. Titulante: solucido de KOH 0,094 M em n-proparol.
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— N-PROPANOL
— 1SO-PROPANOL
N-BUTANOL
— SEC-BUTANOL
= TER-BUTANOL

OOOXo
!

40,0

20,0 hv4

0 l.&} E.FOO Bzrcmce
BKHﬂ/mi

Figura 17. Titulante: solucdo de KOH 0,098 M em iso-propanocl.



¢ ~— N-PROPANOL
X -~ ISO-PROPANOL
0 -~ N-BUTANOL
O — SEC-BUTANCL
&6 — TER-BUTANCL

60,0

30,0

T I 1
8] 100 200 Branco
{%O%ﬁ/m!

Figura 18. Titulanté: solucao de KOH 0,108 M em n-butancl.
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final da titulacdo. Sendo assim, © solvente oriundo do titulante
apresenta por ele mesmo um efeito importante na reacdo indicativa
do ponto f£inal e, neste caso, a influéncia do alcool édicionado
torna~se menos importante. Isto vem indicar que os algooils n—-pro-
panol, isc—propanol e n-butancl apresentam um efeitc mais positi-
vo na forma do gréafico de titulacdo gue os outtos &lcocis estuda=-
dos. Estas observagbes estdo em concordancia com ¢ que foi con-
cluido por Greenhow e Dajer de Torrijos(?Z)f quande estudaram este
mesmo tipo de reagdo em meic puramente organico, no gqual conclui-
ram gue a reagac de clanoetilacdo & mais importante para a indica-
cdo do ponto final quando estdo presente 2lcoois primadrios e se-
cundarios. Em nosso caso, onde a agua estid presente, e também po-
de sofrer reacgdo de ciancetilacio, a reacldo de cianocetilacgio dos
dlcoois &€ & mais importante para a indicac¢dc do ponto final, cuan-
do temos n—propanol, iso=-propanocl e n-butancl presente no meic de
reacdo ou adicionado pelo titulante, o gue pode ser confirmadce
quando comparames a influéncia dos diferentes dlcoois nas figuras
12, 13, 14 e 15? A ordem seqguencial pela gual os alcools apresan-

tam um efeito positivo no valor de o {(coeficiente angular), tende

N

a ser a seguinie: n—C3H7OH e n—C4H90H > iso-C3H7OH > sec—CéﬁgCH

ter—C4H90H.

Considérando o fato de gue em alguns casos tames Inver-—
sao da ordem acima, ou valores proximos, podemcs computar isﬁc as
incertezas devidas a determihagéo do valcr &, mas em geral a crdem
acima tende & ser observada.

Inicialmente, pensou-se que a velocidade da reacao de
ciancetilacdao dos &lcools era em parte devida a diminuig¢dc da

. - , , . 7
constante dieléetrica (¢} dos mesmos. Entretanto, Feit e Z;lkha( 3)
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demonstraram gue ¢ aumento de velocidade de cianoetilacdo com os
diferentes alcoois & muito maior que a requerida pela diminuicao
da constante dielétrica, fatoesteque se torna claro ac comparar-
mos a velﬁx:idade de éianoetilagéo de dois alcoocis gue tém cons-

tante dielétrica prdoxima, (iso-propancl ¢ = 18,3 e n-butancl z =

17,1), cujas velocidade de cianoetilacgio sic completamente dife-

rentes, ou seja, 17,249 e 5,749 mol.dm“3,min“1 respectivamente.
Conclui-se gue a basicidade do &nion alcdxido & o fator mails

importante na velocidade de ciancetilacao.

{(73) (74)

De acordo com Feit e Zilkha e Zilkha et alii a
atividade catalitica do alclxi na ciancetilacgdo aumenta com © au-
mento da sua basicidade, visto gque a mesma depende da acidez do
atomo de hidrogénic, da hidroxila do alcool, ou seja, alcoois mais
dcidos dao alcoxidos menos basicos e, portanto, fracos catalisado-
res. Logé & evidente gue a atividade catalitica dos alcdxidos de
metaisAalcalinos na reacao de ciancetilacdoc aumenta na seguinte
ordem: CHBO“ > n—C3H7OF = n~C4H90" > iso—C3H7O” > sec~C4H90_ >
ter-C,H,O .

49

Por outro lade, a acidez dos &lcoois correspondentes au-
menta na orxrdem inversa. Nossos resultados estao de acordoe com esta
ordem e também com os resultados observados em meic puramente or-

-~ . (72)
ganico .

Os alcoois sec-butanol e ter-butancl tendem a apresentar
um pegueno mas adversc efeito nos graficos da curva de titulacgio,
embora o efeito do ter-butanol tende a ser maior. Isto & coerente
com o fato de gue ter-butancl naoc sofre ciancetilacado na tempera-

tura do processo. Em contrapartida, o sec-~butanocl,apesar de ser um

alcool relativamente acido, apresenta uma pequena tendéncia em s0-
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frer ciancetilacio.

Os resultados obtidos por cromatografia a gas das mistu-
ras, apds o ponto final das titulacdes, vem contribuif com as con-
clustes a gue chegamos a partir dos dados obtidos com os graficos
das titulagdes termométricas. Estes resultados encontram-ce lista-—

dos na tabela 11.

Tabela 11. Resultados das andlises cromatograficas

Titulante CAN in. CROH in, CAN fin. Crou fin. Produtos
‘g /g /g /g ’g
A 3,18 0,802 2,52 0,15 1,234
B 3,18 0,75° 2,53 0,16 1,122
c 3,18 0,93° 3,11 0,80 0,183
D 3,18 - 2,18 - (3)
E 3,18 1,169 2,73 0,53 1,082 (3)
F 3,18 0,82° 1,23 0,80 T (5)
A - solucao de KOH 0,1180 M em nmC3H7OH; a n~C3H7OH; (1) Ien-pro-
poxi propionitrila; B - solugéo de KOH 0,1243 M em iso~C3H?GH;
b iso-c.H OH; (2) B-iso~propdxi propionitrila; C - solucidoc de

377

n-C,H,yOK 0,1470 M em n-C,H,OH; ¢ n-C,HOH;

nitrila; D = solucd@c de KOH 0,1281 M e 18-crown-6 em DMBO:H,0 3:1
{5)

(3)

2-n-butdxi oropio-

(V/V); bis{diciancetil)éter; E - solugdo de sec—C4H90K 0,1104
M em sec—C4H90H; d sec-C4H903; (4) f~-sec-pbutdxi propionitrila; F -
solugdo de ter-C,HyOK 0,1322 M em ter-C,H/OH; € ter-C,H OH.

Alguns creomatogramas mostrando as separacdes obtidas sdo

apresentadocs nas figuras 19, 20, 21 e 22.
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TEMPO / MIN.

Figura 19. Cromatograma mostrando a separacdac da acrilonitrilsza

do sec-butanol.

Coluna: FFAP 3% scobre Varapor:

t = 90°C. Pico 1 = acrilonitrila; pico 2

coluna

butanol.

Ifilament

tinjetox=

bDetector:

o= 150

140°C;

condutividade térmica.

mA; sensibilidade = 500 mV;

tdetector

210°C.

30,

i

Py
pad

=

-
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_

TEMPO/ MIN.

Figura 20. Cromatograma obtidc com o meio de titulacio cuandc ©

titulante € o sec~butdxido de potassio em sec-butznol.

Coluna 0OV-17 3% sobre Chromosorb-G 100 mesh; teoluna &
19000; pico 1 = acrilonitrila e sec-butanol; pico 2 =
dimetilssulfoxido; pico 3 = E-sec-butdxi-prorionitrila.

Detector: condutividade térmica.

Ifilamentoz 150 mA; sensibilidade = 200 mV;

€ 240°C: t = 250°C.

injetor” detector
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TEMPO/MIN.

Figura 21. Cromatograma mostrando a separacido da acrilonitrila do

n-~propancl. Coluna: FFAP 3% sobre Varapot 30; tcoluna =

QOOC; pico 1 = acrilonitrila: pico 2 = n-propancl.
Detector: condutividade térmica.

Ifilamento = 150 mA; sensibilidade = 5QO mV;

- On., — 0
Taetector = 2507°Cs tinjetor 1407cC
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Figura 22.

i T H
1 4 3 4 5

TEMPO/ MIN.

Cromatograma obtido com o meio de titulacdc gquando ©
titulante & ter-butdxido de potéssic em ter-butanol. Co-

luna: OV-17 3% scbre Chromosorb-G 100 mesh, tcoluna =

230°C. Pico 1 = mistura de solventes; pico 2 = bis{di-
clancetilléter. Detector: condutividade térmica.

Tfilamento = 150 WA; tinjetor™ 240°C; tdetector= 250°C;
sengibilidade = 500 mV.
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No caso da presenca dos alcools n-propancl, n-butancl e

iso-propanol,os seus produtos de ciancetilacio foram caracteriza-—

dos. Em auséncia dos outros alcoois ou em presenca do ter-butanol,

o produto

de cilancetilacac da agua foli caracterizado. Um fato in-

teressante €& o do sec-butanol em gue os produtos de ciancetilacico

do alcool
a peguena
bém que a

~butanol.

e o da agua foram caracterizados. Isto vem a confirmar
tendeéncia deste dlcool de sofrer ciancetilac3o, mas tam-
tendéncia da agua ciancetilar deve ser da ordem do sec-—

Nos meios em que foi possivel a quantificacio do deriva-

do cianocetilado, sua quantidade é coerente com a de acrilonitrila

gasta. Isto nog leva a concluir que a polimerizacdo da acriloni-—

trila nao

cac neste

& importante na determinagéo do ponto final da titula-
meio.,

Os efeitos dos titulantes e do meio de reac3o na ciano-

etilacao podem ser explicados em termos de solvatacio de:

hidrdoxido

librio:

a) ions alcdxido ou hidrdxido do titulante; solucé&o de

em alcocol apresenta o seguinte equilibrio(75}:

OH™ + ROH Z=—="=2> OR™ + H,0 {28)

Solucao de alcdxido em dlcool apresenta o seguinte egui-

RO™ . ROH ==—=2= RO~ + ROH -~ (29)

A sclvatacdo por alcool reduz a reatividade dos ions al-

coxidos ou hidrdxidos, reduzindo com isto a velocidade da reacio

de cianocetilacgdo. Em presenca de solvente dipolar aprdtico, temos
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um aumenteo da guantidade de anions livres {pouco solvatados) e com
isso temos um aumento na velocidade da reacdo, devido também ao
fato de gue na reacdo de cianoetilacdoc dos &lcoois, temos um ata-—
gue nucle@fﬁlice na ﬁolécaia da acrilonitrila, e solventes dipdla-
res aproticos aumentam a nucleofilicidade pelo fato de que os
gnions, nesta categoria de solvente, estic poabo solvatados o gue

leva a um aumento da velocidade de reacio.

i da acrilonitrila
A solvatacdo da acrilonitrila pelo alcool aumenta a sua

eletrofilicidade e consequentementea reatividade do seu carbono 8

& d@ {:/BTLMW__ S+
RCH ..... N=C . C CH {30}

aumentando portanto a velocidade de cianocetilacio.
Como podemos notar esses dols efeitos sdo opostos e con-—
sequentemente ha uma dependéncia da natureza e da concentracio do

alcool.

IV.D. CONCLUSAQ

Através do estudo da reacao de ciancetilacio em meio
DMSO-agua 8:1 (V/V), podemos concluir que:

a) A reacdo mais importante para a indicacgio do ponto
final, de titulacio efetuada neste neio, & a de cianoetilacdo deos
alcoois.

b} Em meio em que nd3o € possivel a cianocetilacgdo do al-
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cool, come o©corre com © ter—-butanol, pois este dlcool ni3o sofre

cianoetilagdo a temperatura ambiente, e na aus@ncia de outro &1~
cocl, a reacao de ciancetilacéo da agua € a que predomina para a
inéicagioréo ponto fi#al.

c} Quando temos o sec—~butanol adicionado ao mei@, ou
guando este & adicionado juntamente com o titulante, duas reacdes
sao importantes para a determinac8o do ponto final, as guais sHo:
a cianocetilagido do sec-butancl e a da agua.

d) A eficiencia dos &lcdxidos como titulante diminui com
o aumento da acidez do alcool gue o originou.

e) Este método permitiu a escolha de um meié de reacio
e um titulante adequado, para obtermos graficos de titulacgdoc bem

favoravels, os quais podem ser vistos na figura 23.
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CAPITULO WV

TITULACAC TERMOMETRICA CATALITICA DE PROTEINAS E AMINCACIDOS

V.A. CONSIDERACOES GERAIS

Um procedimento para a titulagéo termométrica de amino-
dcidos foi desenvolvido por Chattergi e Ghosh(76}. Nesse trabalho,
solugdes adquosas de glicina, alanina, &cido glutdmico e aspdrtico
sdo titulados por titulacdo termométrica com hidrdxido de sddio,

7Y e

individua&&nente ou em misturas binarias. Eatouch et alii
lizaram a titulacaoc calorimétrica para a titulacdo de insulina em
meio aquoso com hidroxido de s6dic e mostraram que a técnica cons-
titui um instrumento eficiente, para dar informacdes a respeito da

(78) utilizaram a

guimica acido-base de proteinas. Smith e Carr
técnica de titulacdo termométrica para a determinacdo das soro
proteinas totais e também para a determinacgdc de albumina do soro

(79) utilizaram a técnica de titulacio

bovino. Jordan e Jesfersen
térmométrica para a titulagdo da albumina do ovo, sob a forma pro-
tonada, com a solug¢do de hidréxido de sédio.

As citagées acima constituem‘exempios de aplicagao da
titulagao termométrica convencional na titulacdc de aminoacidos e
proteinas. Tratando-se de titulagio termométrica catalitica, apli-

cado a determinacdc de aminoidcidos e proteinas, poucos trabalhos

tém sido publicados. Cumpre-nos ressaltar a pesquisa desenvolvida
(80)

por Greenhow e Spencer » na qual utilizaram a polimerizacaoc ca-
tidnica de 2-fenilpropeno catalisada por acido perclérico, para
indicar o ponto final da titulacdo de aminocacidos em meic 1-2-di-

cloroetano com acido perclorico 0,1 M.
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Em outro trabalho, Greenhow e Shafiigl}

usaram a T.T.C.
em meio DMSO:AN 2:1 (V/V), utilizando come titulante a solugao de
hidroxido de potassio 0,5 M em iso-propancl para a titulacio de
aminocdcidos mais precisamente glicina, cisteina e valina, em unm
‘'sistema solvente constituido pela solucdo aquosa do aminoicido
0,1 mmol}, 4 ml de DMSO 2 2 ml de AN.

No presente trabalho a T.T.C. também sera usada na
determinagéP dos aminocacidos, arginina e histidina, ambos na for-
ma de cloridrato, e na titulacido de grupos acidos das proteinas,
tripsina e mioglobina, empregamos um solvente misto, do tipo aqua:
DMSO {sclwvente dipolar aprdtico).

Como método comparativo utilizamos a titulacfo potencio-
métrica, em meio DMSO:H,0 de acordo com que foi proposto por

Georgieva et alii(gz}.

Os amincacidos ééo unidades fundamentails das proteinas{SB)
0 primeiro descoberto foi a asparagina em 1806 e o Gltimo foi a
treonina, © gual feoi identificado em 1938.

Todos os vinte amincacidos encontrados em proteinas tém
em comum um grupo carboxila e um grupo amino ligados ao mesmo ato-
mo de carbono. Eles diferem um do outré por suas cadeias laterais
ou grupos R, ©s guails variam em estrutura, tamanho, carga elétrica
e solubilidade em agua. Os vinte aminodcidos de proteinas sdo fre-
quentemente referidos como aminoacidos padrdes, prim&rios ou nor-
mais, para distinguiulos de outres tipos de aminoacidos, presentes
em organismos vivos mas nd3o em proteinas. )

Em funcado do grupamento R os amino&cidos podem ser clas-

sificados em quatro tipos:

a) Grupos R ndoc polares
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&} Grupos R polarés nao carregados

<) Grupos R carregados negativamente

d) Grupos R carregados positivamente

' Os aminodcidos s3o anfdlitos e apresentam~se como 1lons

duplos como segue:

R - CH - CO,H <——> R ~ CH ~ cdé {31}

gﬂz i
Séo sb6lides de alto ponto de fusdo, que devido aos dois
grupos polares devem ser insoliveis em solventes organicos apola-
res e soluvels em agua.
A arginina e a histidina possuem o Grupo R com carga l1i-
gquida positiva a pH 7.
A arginina ou écidOMa“amino—6~guanidinic0wn~vélérico,

simbolo Arg. apresenta um grupo guanidinico carregado positivamen-—

te.
H Nﬁz
~ooC - ? - CH, ~ CH, - CH, - NH - C - NH, (32)
NH?

Arginina hidrofilica
Apresenta os seguintes valores de pka para os seus gru-
pos: pk] (—COOH) = 2,17; pk} (~NH§) = 9,04; pk} (grupo R) = 12,48.
Neste caso & necessario considerar os seguintes eguili-
brios, sendo que a forma (III) € a isoelétrica.‘NQte—se gue © gru-

- po guanidinico apresenta um pka = 12,48 gue & um valor bastante

alto.
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=] & O]
ECOOH ?00 coC goa
®H3N-—-{:—MH @HSN-—-?“—-H HyN=—C—H HyN=—C—H
- ?Ha (E:%%z CH, _ CH,
- ' |
CH, _ OH CH, OH™ CH, OH™ CH,
= T == T/
CH, H CH, HY CH, HY CH,
| I | |
NH NH NH NH
I |
C c g‘: 3: (33)
7\ o 7 N o 7 \ 7\
Ha N NHp  HuN NH,  HoN NH, HN NH,

(1) () (1) (17)

A histidina ou acido o-amino-f-imidazol propidnico, sim-

bolo HyS, contem o grupc imidazol gque se ioniza fracamente.

(34}

HISTIDINA HIDROFILICA -

Apresenta 0s seguintes valores de pka para os seus gru-
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pos: pki {—~COOH) = 1,82; pk% {—&Hg} = 9,17; pké {grupc R) = 6,00.

Neste caso tem-se os seguintes equilibrios, sendo que a

forma (III) € a isoelétrica. Note-se que o grupo imidazdlico apre-

senta um pka = 6,08?'que &€ mais baixo gue o grupc amino (pka = -
9,173 .
& @
NH, o NH, -~
| _OH" f . -OH .
HC=C—CH;~C—COOH HC=(C—CH,—C— C00
| H* | MY
H H
@HN\ N @HN\ N
\C C
| !
"o m ™
' (35)
+
NH NH
oH | ° oW Pt
HC=C—CH,— C—COO HC=(C—CH,—C—CO0O
————
H* I ! E H* i |
H H
' N NH N
N NS
C
| |
H
(Im) (I7)

As protelnas podem ser classificadas em funcido da sua
forma, solubilidade e composicao quimica em:
b a) Proteinas fibrosas - constituem de moléculas alonga-
" das que podem ser formadas por varias cadeias polipeptidicas, em

espiral firmemente ligadas. Sao insoliveis em agua.

b) Proteinas globulares - apresentam cadeias polipepti-
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dicas dobradas sobre si mes&as de‘maneira compacta,mresuitando em
esferdides . Geralmente sdo soliveis em agua, ou em meio agquoso
contendo sais, acidos e bases, s3o soliveis também em meioc misto
constituido por Agua e etanol.

As proteinas mais variadas e altamente especializadas
sdo aquelas com atividade catalitiéa, que sao as enzimas. Quase to-
das as reacdes guimicas enveolvendo biomoléculas orgdnicas nas cé-
iulas saoc catalisadas por enzimas.

A tripsina & uma protease, secretada pelas células aci-
nosas pancredaticas sob a forma de proenzima, inativa, o tripsino-
génioc. No intestino o tripsinogénio & ativado pela entercguinase;
convertendo—se em tripsina. Esta transformag¢idc ocorre a um pH oti-
mo situado na faixa de 6 a 9.

A ativacdo ulterior depende de autocatalise no pH de 7
a 8, sendc acelerada pelos lons calcio e outros alcalinos terro-
sos. A ativacio implica na separacfo de um peptideo acido da molé-
cula de tripsinogénio. A tripsina atua de maneira ideal no pH de 8
a 9 como endopeptidase e hidrolisa praticamente todos os tipos de
proteinas, entre elas varias que sao poupadas pela pepsina. Da
mesma maneira que esta ultima, digere as proteinas desnaturadas e
parcialmente digeridas, com maior rapidez que as originais, desdo-
brando-se em polipeptideos de peso variavel e alguns amincacidos.
supde~se gue atua principalmente nas ligagdes peptidicas das qualils
participa o grupo caboxila da arginina ou lisina. A tripsina & uma
enzima proteolitica, portanto catalisa as reacbes de transamidacéo
e transesterificacdo. Apresenta massa molecular relativa de 24.000
(tripsina do péancreas bovino)} tem um grupo aminoterminal conferido

pela isoleucina e possui seils ligagdes S=-S.




75

A mioglobina & uma proteina relativamente peqguena, com
massa molecular relativa de 16.700, captadora de oxigénio e encon-—
trada em células musculares. Sua funclo & armazenar oxigénio a ela
ligado e ativar o seu transporte para a mitocdndria, a gual conso-
‘me oxigenio durante a oxidacido dos nutrientes celulares.

Kendrew(84), através de éstu@os de difracdc de raioc-X,
deduziu a estrutura tridimensional da mioglobina. A mioglobina
contem uma sO6 cadeia polipeptidica de 153 residuocs de aminodcidos
de sequéncia j& conhecida e um grupo de ferroporfirina, ou grupo
heme, idéntico ao da hemoglobina, a proteina captadora de oxigé-
nic das celulas vermelhas do sangue. O grupc heme & O responsa-
vel pela intensa cor vermelha da hemoglcobina e da micglobina. E
particularmente abundante nos misculos dos mamiferos marinhos co-
mo a baleia, a foca e ¢ golfinho.

O esqueleto da molécula de mioglobina & constituido por
8 éegmentos, relativamente retos, interrompidos por curvaturas.
Cada segmento reto constitui de porc¢bes em a-hélice, o malor con-
ﬁendo 23 residuos de aminocadcidos e o menor apenas 7. Todos os seg-
mentos em o-hélice tém orientacdo & direita. Quase oitenta por
cento dos aminoacidos da molécula de ﬁioglcbina estdao nas regides
de a-hélice.

Outras conclusbes importantes foram obtidas, com base
nos dados obtidos por difracao de raio—x(84), como se segue:

a) A molécula de mioglobina & tdo compacta que no seu
interior existe espag¢o para apenas quatro moléculas de agua.

b} A excecao de dois, todos os grupes R polares da ca-
deia da mioglobina estao localizados nas superficie externa da mo-

lécula e todos eles estao hidratados.
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<) A maioria dos grupos R hidrofdbicos estdo no interior
da molécula de mioglobina, ndo sendo possivel sua exposicgdo a
agua,

d} Cada um dos guatro residuos de prolina da mioglobina
'ocorrem em uma curva. Outras curvas ou dobras contém rasiéuoé de
serina, treonina e asparagina, os guais estdo entre os amincacidos
gue tendem a ser incompativeis com a a-hélice guando em intima
justaposicao.

e) Todas as ligac¢des peptidicas estdo em configuracac
coplanar trans.

£} O grupo heme planc localiza-se em uma fenda ou bolsa
da moléculas de mioglobina. O atomo de ferro, nc centro de grupo
heme, tem duas valéncias de coordenacgdc (ue sao perpendiculares ao
plano do grupo heme.

Um dos grandes problemas envelvidos na titulacao termo-
métrica de aminoacidos e proteinas é a sua baixa solubilidade em
solventes organicos. Entretanto, quando usamos a mistura agua e
solvente oxrganico a solubilidade & aumentada, contudo o aumentoc da
proporcao de agua n6>sistema solvente apresenta um efeito adverso
nas curvas de titulacdo. Este assunto j& foi tratado anteriormente.

Godinho e Greenhow(SS}

estabeleceram gual & a melhor
condicdo para a titulag¢do de aminodcidos e grupos acidoes de pro-
teinas, através do estudo do parametro o {logaritmo do ceoeficien-
te angular da curva de titulagdo apés o ponto final) e da este-
guiometria da reagdo determinativa para avaliar a performance da
titulagdo de aminocacidos e proteinas, quando se variava a propor-

¢do de &gua e solvente dipolar aprdtico. Atraveées deste estudo,

ficou estabelecido gue a melhor mistura de solventes & a constituida
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por agua:DMSO 0,8:7 {V/V) e o melhor volume de acrilonitrila & o
gque & obtido guando temos 4 ml presentes no sistema. Desta forma o
sistema solvente utilizado para a titulacgdo termométrica cataliti-
ca de aminoéacidos 2 proteinas foli estabelecido como sendo o se-
'guinte:lﬂéSO:HzoéAN 7:0,8:4 {V/V}. Apesar da adicdo de &gua ao
solvente organicoe facilitar a solubilizacdo, existem algumas subs-
tancias gue permanecem parcialmente sollveis no meioc em gquestio,
come &€ o caso da mioglobina. Entretanto, optamos pelo ndo aumento
da propor¢ao de &gua, pois o aumento da mesma ira provocar um de-
créscimo do valor de o, o gue inviabiliza em parte a T.T.C.
Cumpre-se ressaltar gue as mesmas titulacbes foram reali-
zadas potenciometricamente para fins de comparacao. Neste caso
usou-se o mesmo titulante e a mesma mistura de solventes no titu-

lade, com excegdo da presenca de acrilonitrila.,

V.B. PARTE EXPERIMENTAL

V.B.1l. Aparelhagem

As titulac¢oes potenciométricas, que foram utilizadas como

método comparativo, foram realizadas em um bégquer de 100 ml,

com juncac liquida. Foi utilizado um eletrodo de vidrq "Beckmann"

modelo 39000 como indicador e o eletrodo de calomelano "Beckmann",

como referéncia.

., {82) -
¥

De acordo com o proposto por Georgieva et alii o

eletrodo de vidro foi mergulhado na mistura de solvente DMSC:H,O,

2

7:0,8 (V/V) por cerca de 20 minutos antes de utiliza-lo. A juncgao

entre as solugles teste e de referéncia & feita por um tubo em U.
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A composigdo do solvente na juncgdo & DMSO:HzO 1:1 (V/V) e cloreto

3 M. O potencial da cela fol medidco com um potencid-—

de potassio 10
metro "Orion”™ modelo 701, com uma incerteza de = 1 mV. O sinal
também foi derivado,.utiiizando um derivador por néGs construildo e
registrado em registrador potenciométrico ECB "Eguipamentos Cilen-
tificos do Brasil® modelo RB-101. ' ’

Nas titulacOes termométrica e potenciométrica de tripsina,
mioglobina, Li{+)monocloridrato de histidina e monocloridrato de arginine
o titulante foi adicionado por meio de uma seringa de vidro, marca
"Omega" com a capacidade de.ZU,O ml, acoplada ao equipamento
"Syringe Pump 351" da Sage Instruments. Utilizamos reépectivamenm
te as vazoes nominais de 0,2 e 1,5 ml/min, cujo valor de gaiibraw
cao & igual a 0,199 * 0,002 e 1,502 % 0,003 ml/min, respectiva-

mente.

V.B.2. Reagentes Utilizados

—~ Hidroxido de potassio R.P.E. "Carlo Erba"

- Iso-propanol P.A. "Baker”

~ Dimetilssulfoxido P.A. "Merck"

- Acrilonitrila P.A. "Merck"

- L{+)monocloridrato de histidina R.P.E. "Carlo Erba"
— Monocloridrato de arginina "Sigma”

- Mioglobina "Sigma”

- Tripsina "Sigma"

— Acido cloridrico R.P.E. "Carlo Erbé"

- Cloreto de potassioc P.A. "Mexrck"
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Utilizamos a solucado de hidroxido de potéssio 0,1 M

em iso-propanol, preparada e padronizada conforme descrito em

IV.B.3.

V.B.3. Procedimento - ' ‘

Fizemos titulacbes termométricas cataliticas e potencio-
métricas dos seguintes aminocacidos: cloridrato de arginina e clo-
ridrato de histidina e das seguintes proteinas: mioglobina e trip-
gina em.meio DMSO:HEO:AN, na proporcao de 7:0,8:4 (V/V). Apesar
deste sistema solvente favorecer a solubilizacéo déstas sgbsténu
cias, a miocglobina & parcialmeﬁte soliivel neste meio, porém existe
uma influéncia da ordem de adicac dos soiventes utilizados na sua
solubilizacgdo, gue serad discutida a posteriori.

Para a titulacdo termométrica catalitica do cloridrato
de arginina, cloridrato de histidina, mioglobina e tripsina em ge-
ral o seguinte procedimento foi adotado: cerca de 25 mg da subs-
tancia foram pesados, colocados no frasco Dewar nao espeihééa &
dissolvidos no meio de titulacio constituido por DMSO:HEO:AN na
proporcdo de 7:0,8:4 {(V/V) e titulados com a solugdo de KOH O,l M
em iso-propanol, adicionado a fluxo constante (0,199 ml/min) e o
ponto final detectado pelo sistema termistor-ponte de Wheatstone-
registrador 3j& descrito.

Para a titulacdo potenciométrica pesaﬁo; cerca de 25 mg
da subst@ncia e dissolvemos em um bégquer ée 50 ml, com 19,5 ml do
sistema solvente constituido de DMSO; H,O na pfoporgéo de 7:0,8

2
{(V/V).
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W.C. RESULTADOS E DISCUSSOES

<7.C.1. Titulacio Termométrica Catalitica e Potenciometri-

ca da Arginina e Histidina

A arginina possul trés pK a saéer: p%i = 2,7 {(~COUGH);
pK§ = 9,04 (-NH;}; ?Ké = 12,48 {grupoc guanidinico}. A histidina
também aprestenta tres grupos com os valores de pK: pK; = 1,82
{-COOH} ; pI(é = 9,17 {—NH?) e pKé = 6,00 (grupo imidazdlico). Nas
titulacdes termométricas destes amincacidos foram utilizados os
cloridratos de histidina e o de arginina. Entdo, no caso da his-
tidina temos os grupos amino e imidazol protonados e carboxilato
despreotonado e no caso de cloridrato de arginina éemos 0S5 grupos

guanidince e amino protonados e © grupo carboxilato desprotonado.

Na T.T.C. destes aminoacidos pudemos observar, através
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de parametxos estequiométric@s, que somente 1,94 i‘0,0B grupos fo-
ram titulados na arginina e 1,98 & 0,04 grupos na histidina. Estes
resultados mostraram que os grupos imidazéis, amino e guanidino,
de aminodcidos sBo titulados neste meio por esta técnica. A dife-
renca significativa @ a titulagdo do grupo guanidino protonado,
ndc titulade em meio aguoso pois érvalor de seu pKa & 12,48. Na
figura 23 temos os graficos obtidos por T.T.C. destes aminoadcidos.
Entdc em meio DMS0:H,0 7:0,8 {(V/V} que cqrrésponde a
98,7% de DMSO o cloridrato de arginina (I) e o cloridrato de his-

tidina (II} devem estar nas formas mostradas a seguir.

(=] &

ofelo) NH,
G I ’ I o
HSN“—?—"H HC'-——CWCHE""(!J—-COG

CH, i H

’ ®UN  NH

CH, Xy

f C

CH, i

| H

?H (1) {(36)

! )

H,N  NH,
(1)

Quando adicionamos ao melio de titulacao 1,0 ml da sclu-
cao de HC1 0,1 M em DMSO:H,0 7:0,8 (V/V), para favorecer a proto-
nacao de algum outro grupo e procedemos a sua titulagéo por T.T.C.,
descontando-se a gquantidade de HCl adicionada, os seguintes para-
metros estequiométricos foram obtidos: para o éloridrato de argi-

nina 2,07 £ 0,03 grupos e para o cloridrato de histidina 1,99 %
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0,01 grupos. Estes resultados apenas confirmam as conclusdes obti-
das nas titula¢Oes das formas nao protonadas. Na figura 24 temos os
graficos obtidos por T.T.C. dos cloridratos de arginina e de his-
tidina em meio contendo HCL.
Através de titulacgdo potenciométrica destes aminoacidos
em meic DMSO:H,C 7:0,8 (V/V), de acordo com o procedimento propos-—
. {82)

to por Georxgileva et alii . Podemos estabelecer correlacgdes en-

tre a T.T.C. & a titulagido potenciométrica.

|

|

TEMPERATURA /*C (1 omvisho s 22¢)

o f f ) 1
TiTULANTE 7m! (1 01visEo:2.6 mi

Figura 24. Curvas de titulacdo termométrica catalitica dos amino-
écidos, apos adicgdo de 1,0 ml da solucdo de HCI 0,1 M-
em DMSO:H,0 7:0,8 {(Vv/V}). a) cloridrato de histidina; b)
cloridrato de arginina; ¢) branco. Titulante: solucdo

de KOH 0,1234 M em iso-propancl.
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Podemos constatar gue as esteguiometrias cbservadas para
os cloridratos de arginina e histidina sao da mesma ordem, ou se-
ja, para o primeiro enceontramos o valor de 2,10 * 0,03 grupos e
para o segundo 1,99 % 0,05 grupos. Os graficos correspondentes a
estas titulagdes podem ser vistos nas figuras 25 e 26.

Fizemos também a titulacio potenciométrica destes amino-
acidos, adicionando ao meio de titulacdo 1,0 ml de solugdo de HCL
0,1 M, anteriormente referida. Os graficos correspondentes a estas
titulacdes podem ser vistos nas figuras 27 e 28.

Os resultados encontrados estdo de acordo com os da
T.T.C. em presenga 4o mesmo acido. Para o cloridrato de arginina
encontrames 1,70%0,06 grupos e para o cloridratc de histidina
2,03 + 0,02 grupos. Isto mostra gue por titulacdo potenciométrica
também & possivel determinar os grupos imidazcl e amino da histi-
dina e os grupos amino e guanidino da arginina. Assim essa possi-
bilidade de determinar os grupos guanidino diferencia a titulacao
termométrica neste meio da‘titulagéo em meio aguoso. De fate, em
méio aguoso nado €& possivel titular os grupos guanidino por titula-

¢ao potenciométrica..

V.C.2. Titulacgido Termométrica Catalitica e Potencicométri-

ca da Tripsina

A tripsina apresentou-se sollvel no meio por noés utili-

zado para a sua titulacdo. Apesar do meio j& ter sido previamente

(85)

estabelecido , procedemos a um estudo para verificar a influén-

cia da guantidade de agua, na esteguiometria da reacdo determina-
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de
dv
Figura 25.

T T

TITULANTE /m! (1 DIVISAO = .50 m!)

Curva derivada da titulacdo potenciométrica do clori-
drato de arginina {a); branco (b}. Titulante: soclugao
de KOH 0,1234 M em iso-propanol.
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dv

H T

TITULANTE /ml (1D1viSA0 = 1,50.ml)

Figura 26. Curva derivada da titulagao potenciométrica de clori--
drato de histidina (a); branco (b). Titulante: solucao

de KOH 0,096 M em iso-propanol.



87

-dy

T T T T

TITULANTE /mb (1t pivisA0 = 1,50 mi )

Figura 27. Curva derivada da titulacdo potenciométrica do clori-
drato de histidina em presenca de HCl (a); branco (b).

Titulante: solucdo de KOH 0,096 M em iso-propanol.
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Figura 28.

1 i : I

TITULANTE /mlb {1 DIVISAO= 1,50 ml}

Curva derivada da titulacdo potenciométrica do clori-
drato de arginina em presenga de HCLl (a); brancoc (b}.
Titulante: solugaoc de KOH 0,1234 M em iso-propancl.
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tiva e no parametro o, na titulacic da mesma. Para tanto mantive-—
mos a guantidade de DMSO e AN constante e variamos a guantidade de
agua. Procedemos a T.T.C. e a titulacao QOtencicmétIiﬁa, cujos re-—
sultados encontram-se no grafico da figura 29.

Considerando a T.T.C., verificamos que a estequiometria
da reacido nic se altera com o aumento da quantidade de &gua. Por
outro lado, temos gue o apresenta um valor maximo gquando temos
0,2 ml de &gua no meio de titulacio e neste ponto a esteguiometriz
& maxima. Entretanto, este baixo volume de Agua nos acarretou pro-
blemas na solubilizac@o da proteina. Como a esteguiometria e o va-
lor de o nadoc se alteraram de forma significativa quando aﬁxentamcs
a agua e, além disso, h& um favorecimento da solubilidade, nds op-
tamos pela guantidade de agua obtida guando temos presente 0,8 ml
de agua no meioc de titulacéo.

Verificada a influéncia do volume de agua na titulacio
da tripsina, prodecemos a T.T.C. da mesma no meio citado anterior-
mente. O grafico de titulacdo pode ser visto na figuré 30.

Para éompararmos 08 resultados obtidos por T.7.C., fi-
zemos titulacdo potenciométrica desta proteina nc mesmo meio uti-
lizado para a T.T.C., de acordo com o método proposto por Georgie-—

va et alii(sz)

. O grafico correspondente a esta titulacio zode sexr
visto na figura 31.

Neste meio de titulaclo acreditamcs que sO € possivel a
titulacac dos grupos'protonados desta proteina, incluindo & possi-
bilidade de titulacio dos grupos fendlicos. Os grupos protonados
titulaveis sao conferidos pelos sequintes aminoacidos:

a} Grupos carboxilicos (ﬁAi; HAQI -~ acido aspartico e

glutdmico e possivelmente pela hidrdlise de asparagina e glutamina.
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Figura 30.

21

TEMPERATURA /°C {1 DIVISAQ = 2¢C)

TITULANTE /ml {1 DIVISAG: 1,00 ml)

Curva de titulacgdo termométrica catalitica da trirsina
(a); branco (b). Titulante: solucao de KOH 0,0912 M em

iso-propanol.
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dv

_

TITULANTE /ml (1 DiviSAG = 1,50 mi}

Figura 31. Curva derivada da titulagao potenciométrica da tripsi-
na {a); branco {(b). Titulante: solugdc de KOH 0,11¢é6 M

em iso-propanol.



) Grupos imidazodis {HAZ} -~ histidina.

<)} Grupos aminos (HAE} - lisina.

d) Grupos guanidinos (HA;) - arginina.

e} Grupos fendlicos - tirosina.

Na tabela 12 temos © nimero de grupos titulaveis da

tripsina e os amincacidos correspondentes cobtidos de acerde com

Croftws;w

Tabela 12. Namero de grupos titulaveis da tripsina
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Grupos Amino&cido Quantidade
Carboxilicos Asp: Asn 5; 9
HAl; HA2 GLu; GLn 2; 12
Imidazois - HA% His 3

Aminos - HAZ Lys 13
Guanidino - HA? Arg 2
Fenolicos TYT o 10

O numero de grupos. titulados obtidos por T.T.C. e p

0
H

titulagio potenciométrica s3c apresentados na tabela 13.

Tabela 13. Nimero de grupos titulados na tripsina por T.T.C. & ti-

tulacdo potenciométrica

T.T.C. Titulacdo poten-
ciométrica
44,5 43,4
44,2 43,6
44,3 42,7

Ng 44,3 £ 0,2 43,2 ¥ 0,5
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e acordo com os dados da tabela 12 o numero total de
grupos protonaveis & 35 e, levando em conta gque apenas uma parte
destes grupos deve estar na forma protonada, o ntmero de grupos
gue se es?erava encoﬁtxar na titulacao deveria ser menocr gue 35.
Entretanto, os numeros de grupos protonados por mol de tripsina
nas titulacdes termométrica catalitica e potenciométrica foram
respectivamente 44,3 % 0,2 e 43,2 * 0,5.

Uma explicagdo para este fato seria que parte da protei-
na estaria hidrolisada pelo efeite da tripsina. Outra hipbdtese &
gque parte dos grupos glutamina e asparagina.estejam hidrclisadcs
pelo efeito da tripsina.

Entretanto, a concordancia razoavel entre os valores da
titulacdc termométrica catalitica e potencicmétrica mostram a
aplicabilidade da técnica na determinacdo dos grupos protonfvelis

de proteinas.

V.C.3. Titulagdo Termométrica Catalitica e Potenciome-

trica da Mioglobina

Esta proteina & parcialmente solivel no meio utiliéado
para a titulacao.

Existe uma influéncia da ordem de adicd3o dos solventes
gue compOem © meio de titulagdo na solubilizacdo desta proteina e
gue influem de maneira significativa na estequiémgtria da reacao
determinativa. Na tabela 14 temos os dados estequicométricos obti-
dos por T.T.C. desta proteina em fungdo da ordem de adicao dos

solventes.
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Tabela 14. Influéncia da ordem de adig3o dos solventes na T.T.C.

da mioglobina

Ordem de adigéao Estequiometria
dos solventes® m mol de KOH/mg
HEO; DMS0; AN - _ 0,?32
DMESG; 32 : AN 0,015

AN; HZO; DMSC ' 0,027

a

H,0 = 0,8 ml; DMSO = 7,0 ml; AN = 4,0 ml
Obtivemos a melhor condicao esteguiométrica quando a or-

dem de adigédc de solventes era a seguinte: H,0:DMSO:AN. Mesmo as-—

2
sim, a solubilizacac da proteina ndo era total, havendo, entretan-
to, uma solubilizacdc da mesma no decorrer da titulacdo, sendo que
ao término da mesma ndo visualizamos nenhum sélide em suspensio.
Com- este estudo, pudemos verificar que a presenca de agua no sis-—
tema solvente, independentémente da ordem em que era adicionada,
eia importante na solubilizagdo da proteina. Para tal, procedemos
a um estudo para verificar esta influéncia no valor de o e na es-
teguiocmetria da re_agéo determinativa. ﬁeste estudo mantivemos a
quantidade de DMSO e AN constante e variamos a de agua para T.T.C.
Na titulacd@o potenciométrica mantivemos a guantidade de DMSO cons-
tante e variamos a de agua. Os resultados obtidos encontram—se no
grafico da figura 32.

Analisando o grafico da figura 32, podemos verificar qu;z
tanto na T.T.C. como na titulagdao potenciométrica, guando temos

0,2 ml de agua, o valor de o tende a se estabilizar e o mesmo

ocorre com a estequiometria. Como a agua & importante no processo
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de solubilizacao da prateiﬁa e come nao havia grande comprometi-
mento na esteqguiometria e no valor de o, nds optamos por utilizar
no meio de titulagdoc o volume de 0,8 ml de agua.

" Estabelecidas as condigﬁes ideais para a T.7.C. e a Li-
tulagdc potenciométrica, passamos a T.T.C. da_miogiobina, cujo

grafico de titulacdo pode ser visto na figura 33.

i

TEMPERATURA /*C {1pivisho: =g

T ¥
TITULANTE /m! {1 Davisho:1,00m1)

Figura 33. Curva de titulacao termométrica catalitica da micglcbi-
na f(a); brancc {b}. Titulante: sclucgac de KOH 0,1085 M

em iso-propanol.

Com a finalidade de comparamos os resultados obtidos por

T.T.C., fizemos titulagao potenciométrica desta proteina de acordo

com © proposto por Georgleva et alii(gz}. O grafico correspondente



24

a esta titwulacgdc encontra-se na figura 34.

de
dv

¥ 3

TITULANTE /mi (1 DIVISAG = 1,50 ml}

Figura 34. Curva derivada da titulacao potenciométrica da mioglo-
bina (a); branco (b). Titulante: solucgdo Jde KOH'O,1149

M em iso-propanol.

Na tabela 15 temos o nUmerc de grupos tituldveis da mio-
globina e os aminocacidos correspondentes obtidos de acordo com
Dayttoff{87).

O numeroc de grupos titulados por T.T.C. e titulacdo po-
"tenciométrica estdo apresentados na tabela 16.

Os resultados obtidos por T.T.C. sao comparados com Os

dados obtidos por titulacgao potenciométrica no mesmc meic e ©
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Tabela 15. Numero de grupos tituldvels da miocglobina

Grupos Bminoacidos Quantidade
Carboxilicos BAsp; Asn | 6; 2
HAi; HA2 GLu; GLn 14; 5
Imidaz&is - HA; His | ‘ ’ 12

Aminos - HAZ Lys ' 19
Guanidina — RAE - Arg ‘ 4
Fendlicos Tyr 3

Tabela 16. Numerc de grupos titulados na mioglobina por T.T.C. e

titulacgdo potenciométrica

T.T.C. Titulacdo po- Nimero de grupos
tenciométrica esperados
28,2 30,8
28,9 31,4
29,2 30,7
Ng 28,8 + 0,5 31,0 £ 0,4 . 27,7

nimero de grupos'esperados levando em conta a titulagao poténcio—
métrica em melio agquoso. ﬁa realidade foram determinados em solugao
aquosa o numero de grupos nég protonados da prcteina{88). Assim ©
numeroc de grupos ﬁrotonados foram calculados pela diferencga entre
o numero total de grupos protconaveis (retirados da tabela 15) e o

nimero de grupos nao protonados obtidos na referida titulacdo. E

possivel ver gue neste caso hd uma razoavel concordiancia entre os
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valores da titulacdo potenciométrica, da titulacio termométrica
catélitica& e aguele esperado pela composicao dos grupos protonados
das proteina. A diferenca entre os valores da titulacic termomd-
trica catalitica e a.pﬁtenciométrica pode estar relacicnada a &l-
gum erro sistematico na localizacdo do ponto final da titulacBo

k4

termométrica catalitica.

V.D. CONCLUSAQD

Das titulag¢bes de arginina e histidina foi possivel con-
cluir que, além dos grupos amino, os grupos imidazol e guanidino

s8o0 titulados no meio H_O:DMSO:AN. Por outro lado, sabe-se da l1i-

(85}

2
teratura que o0s grupos carboxilicos e os grupos fendlicos da
tirosina s&o titulados na forma protonada.

Desta forma podemos afirmar que todos grupos laterais
protonaveis das proteinas si3o titulados nos aminoacidos.

Em seguida fol observado que os resultados da titulacio
termométrica catalitica da mioglobina esta de acordo com o’espaza—
do, admitindo-se que todos os grupos protonados desta proteina siao
titulados por esta técnica. '

Mesmo no caso da tripsina, em gue os resultados sao mais
altos que o©s esperados, o gue pode ser explicado admitindo-se hi-
drolise da proteina ou dos grupos glutamina e asparagina, ha uma
boa concordancia com os dados da titulacio poteﬁciométrica no mes-
' mo meio.

Deste modo pode-se concluir gque a técnica da titulacdo

termométrica catalitica pode ser utilizada como um meio rapido pa-
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ra se determinar o numero total de grupos acidos das proteinas. En-
tretanto, para se poder fazer esta afirmacdo este estude deve

ser extendido a outras proteinas.



102z

CAPITULCO VI

INTRODUCAO AQO USO DE SUBSTANCIAS TERMOCROMICAS COMO INDICADOR DE

PONTO FINAL DE TITULACOES TERMOMETRICAS CATALITICAS

O conhecimento de substancias gue experimentam altera-
cOes reversiveis de cor a certas temperaturas data de 1871,

Nesta época Houstonqsg)

realizou uma seérie de experimen-—
tos com varios sais, principalmente do cobre, antimdnio, mercﬁri&,'
niquel, ferrc e arsénico e verificou gue, quando submetidos a uma
certa temperatura, sofriam uma alterac@o de cor e gue com O poste-
rior resfriamentc retomavam a cor inicial. Anos apbs, Bacﬁman.e

{80}

Marginis retomaram o trabalho realizado por Houston e verifi-
caram que © fendmeno de alteragdes reversiveis de cor, gue tais
compostos experimentavam, era de grande interesse por uma série de
razbes tais como:

a) Oferecia uma ampla possibilidade de eétudc no campo
da fisica do estado sdlido.

b) Oferecia muitas possibilidades de aplicacdes praticas,
principalmente como sensor de temperatura, em locais onde termlme-—
tros ou termopares eram de dificil utilizacdo, devido a uma exces—
siva capacidade calorifica ou pouco contatc térmico.

Portanto, o conhecimento de substincias termosensiveils
ou termocrdmicas é bastante antigo, principalmente no que se refe-—
re a substancigs termocrdmicas inorganicas. Na literatura encon-
tramos descritas varias substdncias inorgdnicas pertencentes a es—
te grupo. Na tabela 17 encontramos alguns exemplos.

A alteracdo de cor, na maioria das vezes, pode ser ex-

plicada por uma mudanca na estrutura cristalina do composto, a



Tabela 17. Comportamento de alguns

turaigO}

103

materiais sensores de tempera-—

Formula - Cox Cor Temperatura de
original final transicdac em ©C
Hgl (amarelo) amarela larania 54-~-82
HgI, {verme 1lho} vermelha® vermelho 48-127
: escuro
vermelho amarelo 127
escuroP
Zno branco amarelo 250
cul marxom laranija’ 60~-62
AgX amarelo castanho 145
Cu,HgT, vermelho preto 70
Ag,HgI, amarelo laranja 47

@ Mudanca lenta e gradual, iniciando a 480C, temperatura esta em

gue o composto & vermelho e adguire coloragdo vermelha escura

a 127°c.
b

para a rOmbica.

Alteracfo da estrutura cristalina passando da forma tetragonal

gqual é provocada por um aumento de temperatura, sendo esta rever-

sivel. Este fato nos levou a pensar na possibilidade de utilizar-

mos estas substincias como indicadores de ponto final em titulacgao

termométrica catalitica.

Embora o universo. de substancias termocromicas inorgani-—

cas seja bastante vasto, a maioria delas apresenta temperatura de

transicido elevada, o que inviabiliza, ou pelo mencs torna pouco

pratico, o seu usoc comeo indicador de ponto final de titulacaoc ter-—
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mométrica catalitica.

Isto se deve ao fato de se necessitar trabalhar a uma
temperatura muito alta, para se atingir a temperatura de transicdo
do indica&cmy considérando gue a temperatura das solugbes em edui-
librio térmico com © ambiente se encontram a temperaturas da or-
dem de 25°C. Para que uma substéncia termocrdmica possa ser empre-
gada como indicador termocrdmico, em T.T.C., € necessario gue
apresente uma temperatura de transicio abaixo de 40°¢c.

Outra possibilidade existente @ a da utilizacio dos
cristais liguidos como indicadores termocrOmicos. Alguns cristais
liguidos, Ppuros ou em mistﬁras, apresentam temperaﬁurés de transi-
cdc mais favoraveis para nossa finalidade. Eles permitema escolha
de uma substancia ou mistura de substancias gque apresentem uma
tem?eratura de transicd@o mais adequada, considerando a temperatura
ambiente e a variacao de temperatura produzida pela reacgdo catali-
sada. Na tabela 18 s3c apresentados alguns exemplos de cristais
liguidos e suas respectivas temperaturas de transigdo.

Tabela 18. Alguns exemplos de cristais liquidos‘gl)

Composto Temperatura de
transicdo (©C)

4-n-Hexil-4'cianobifenil 14-28
4~metoxibenzilidina-4'-n-butil anilina {(MBBA) 21-47
dcido p-n-—actiloxibenzdico 108-147
4-butiloxibenzal-4-etilanilina 40,5-65,5
~ nancato de colesterila 145-179%9
hexabutoxitrifenileno 88,6~145,6

p-azoxianisole (PAA) 117-137
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Para melhor entendimento, discutimos separadamente o usc
de substancias termocrdmicas inorglnicas e organicas {(cristal 1i-
guido), as quals, como ja visto anteriormente, podem em principio

serem utilizadas como indicadores de ponto final em T.T.C.

VI.A. TITULACAO TERMOMETRICA CATALITICA UTILIZANDO INDI-
, CADOR TERMOCROMICO INORGANICO

VI.A.l. Consideracbes Gerais

{22}

Introduzimos o uso de substincias termocrOomicas
inorgénicas comoc indicadoras de ponto final em T.T.C. Neste traba-
lho tivemos como objetivo: a} preparar um indicador termocrdmico
inorgdnico; b) adaptar a aparelhagem e empregar o sistema numa
‘dada titulac&o envolvendo a técnica da T.T.C. A titulacio foi es-

colhida na literatura{72)

» levando em conta a variacac de tempera-
tura no ponto final da titulacdo. Visa também estudar a influéncia
da temperatura inicial da solucgdo titulada sobre os resultados da
analise. Utilizamos ﬁma mistura de substéncias termocromicas inor-
ganicas constituida por uma solugdo sdlida de Ag,HgI, e Cu,HgI,,
contendo 43 moles% do composto de cobre e 57 moles% do de prata,
como indicador termocromico inorginico. A titulacdoc utilizada para
aplicagdo do método foli a de acido benzdico, em meio AN:DMSO 2:1
(v/v), uéando como titulante a solugao de n-butdéxido de potassio
0,1 M em n-butanol, gue constitui um sistema de solvente e titu=-
lante desenveolvido por Greenhow e Dajer de Torrijoé(72). Tal sig-

tema foi desenvolvido com a finalidade de proceder a titulacdo de

acido benzbico, usando a técnica da T.T.C., com o usc da aparelha-
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gem convencional. Nesta titulagdo a reacdo responsivel pelo aumen-
to de temperatura no ponto final da titulacio, conforme estudado

(72), & a cianoetilacdo do n—bu-~

por Greenhow e Dajer de Torrijos
tanol a gual € catalisada pelo ion n-butdxido do titulante.As +itu-—
lacOes foram realizadas com duas modalidades operacionals, sendo
que numa delas o titulante & adicionado a £luxb constante e em ou-
tra o titulante & adicionadc gota a gota com uma bureta comum. A
vantagem da segunda medalidade & que a mesma dispensa o uso de
gualguer aparelhagem, a nao ser aquela usada na titulac¢do conven-
cional.

QCuando usamos substlncias termocrdmicas como indicadoras
de ponto final em T.T.C., ha a necessidade de termos um aumento de
temperatura suficientemente grande no ponto final da titulacdo.
Isto & exatamente o gue ocorre em T.T.C., onde um aumento de tem-
peratura & observado no ponto final da titulacao, seﬁdo gue em al-
guns casos pode chegar a 30%c.

Baseado neste fato, varias s3o as reacgdes cétalisadas
gue, pelo menosAem principio, podem ser utilizadas nesta técnica,
0 gue pode ser observado em uma extensa revisdo feita por Green-—
how(46). No nosso caso, em gue o indicador utilizado apresenta uma
temperatﬁra de transicdo de 34°C e admitindo gue a temperatura das
solucdes titulada e titulante estejam a cerca de 25°C, isto &, i
temperatura ambiente, sefia necessario uma variagSO de temperatura
minima de cerca de 10%°%¢ para.se perceber a mudang¢a de cor do indi-
cador. |

O método de indicacio do ponto final em T.T.C., através
de substancias termocrOmicas inorginicas, foi aplicado inicialmen-—

. - - . - 2 .
te na determinacao de acido 1:}631}20:;420{9 ), posteriormente na deter-—



107

minacic de acido acetil salicilico purc e em suas preparacgdes far-
macéuticas.

Salicilatos sdo largamente usados em medicina. Os varios
dexivados~£:ompreendeé duas grandes classes: éteres do acidoe sali-
cilico {ex. salicilato de metila}, ésteres salicilatos de acidos
orxganicos {ex. &cido acetil salicilico ou aspirina}, comumente
indicado pela sigla A.A.S.

Aspirina & normalmente dispensada sozinha ou em misturas
com fenacetina e codelna, como comprimidos designados pela sigla
A.P.C.

C conteido de A.A.3. em comprimidos normalmente & deter—

minado por titulac8o, apds extragdo com solvente do produto hidro-
{23)

lisado, gue & o salicilato . Outros métodos baseadcs em croma=—
tografia a gés(94'95), cromatcografia liquida(96); espectrofoto-
(97) (98) '

metria UV/visivel e fluorimetria foram desenvelvidos mas

requerem uma extragao previa do material a ser analisado. Um outro
método que utiliza como titulante metdxido de sd6dio em benzenoc-ne-

tanol foi desenvolvido por Song-Ling e Martin (99). Recentemente

Choi e Fung(leﬂ)

desenvolveram um eletrodo seletive para séliciiau
to, o gual pode ser usado na analise de A.A.S., apds a sua trans-
formacdc em salicilato soltUvel em meio aquoso. Nesta parte dé tra~—
balho descrevemos ag determinacdes de &cido bengdico, de acido
acetil salicilico purc e em preparados farmacéuticos por T.T.C.
usando substd@ncia termocrdmica inorgé@nica como indicador de ponto
final. Em ambas titulacbes usamos como tituianté a solucio de n-
butdxido de potassio 0,1 M em n-butanol e o titulado em meio AN:DMSO
2:1 (V/V)(-72). |

Este sistema nos permite obter uma curva de titulacéo
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bem favorawel. Neste caso a variagao de temperatura no pontoe final

& da ordem de 25°cC.

WI.A.Z2. Parte Experimental

VI.A.2Z2.a. Aparelhagem

Nas titula¢des potenciométricas que foram levadas a ca-

{EOIX utilizamos, no caso do acido

bo, como mé&todo comparativo
acetil salicilico, um potencidmetro "Orion" modelo 701, um eletro-
do de vidro combinade marca "Metrohm" modelo E.A-1092 em solucéo
6 M de cloreto de potéssio. A incerteza da medida &€ de & 1 mV.

Nas titulacbes termométricas com indicador termocrdOmico,
o titulante foi adicionado por meic de uma seringa de vidro marca
"Omega" com a capacidade de 20,0 ml acoplada ao equipaménto "Sy-
‘ringe ﬁump 351", da Sage Instruments. No presente trabalho utili-
zamos a vazao nominal de 0,4 ml/min, cujo valor de calibracd@o &
igual ac da vazdo nominal.

O frasco usade para titulacao consiste de um fraéco»de

Dewar ndo espelhado, com capacidade de 20,0 ml, o gual pode ser

visto na figura 35,
VI.A.Z.b. Reagentes Utilizados
— Acido benzdico P.A. "Merck™"

—~ Acido acetil salicilico P.A. "Merck"

- n-butanol P.A. "Merck®
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iicm

Figura 35. Frasco de titulag¢do contendo o indicador termocrdmico

inorganico.

- Acrilonitrila P.A. "Merck"

— Dimetilsulféxido P.A. "Merck"

—- Nitrato de cobre R.P. “Cario Erba"

- Nitrato de prata P.A. "Merck"™

- Nitrato de mercurio(II} R.P. "Carloc Erba"
- Iodeto de potassio R.P. "Carlec Erba"

~ Potassio metdlico comercial

~ Hidroxido de sddio R.P. "Carlo Erba”

- Acido sulfirico P.A. "Merck"

- Ftalato acido de potdssio P.A. "Baker"

- Carbonato de s0dio R.P.E. "Carlo Erba®
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A solucdo de nwbu£6xido de potassio 0,1 M em n~butanol
foi preparada e padronizada conforme descrito em IV.B.3. A solucioc
0,5 N de hidroxido de sddio fol preparada a partir da sua solucic
saturada, 4da gual romamos guantidade suficiente para prepararmos
500,0 m1 de sclugaoc 0,5 N. Esta solugdo foi padronizada com fta-
iato dcido de potéssio, usando o indicador fendlftaleina.

A solugio 0,5 N de &cido sulflrico foi preparada por di-
luicdo da sua SOlugéo concentrada, da gual tomamos guantidade su-
ficiente para prepararmos 500,0 ml de solugdo 0,5 N. Tal solucie
foi padronizada com carbonato de sb6dio, usando o indicador helian-
tina.

O meio de titulacdo’ dos acidos benzdico e acetil salici~
lico consiste de uma mistura de AN e DMSO na proporcgao de 2:1

{V/V), a qual pode ser preparada no momento de useiloz}.

VIi.A.2.c. Procedimento

A preparacdc da substincia termocrdmica foi feita por

precipitagao simultinea'l??)

, & partir de solugOes contendo guanti-
dades estequiométricas dos reagentes. Este método produz resulta-
dos mais satisfatlrios que o da reacio no estado sdlido. Solucgles
aquosas contendo misturas de nitrato de prata e nitrato de cobre,
com concentragéo total do metal em torno de 0,4 M, sao adiciocnadas
sobre uma solucdo em ebulig¢do de tetraiodo mercﬁrgto(lz) de potas-
' sio. Esta Gltima soluCéo fol preparada a partir de nitrato de mer-

clrio(II) e iodeto de potassio em guantidade suficiente para redu-

zixr cobre{II}) a cobre(I}. A mistura resultante & aquecida ate gua-
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se a secura para remover o iodo formado. A seguir, filtra-se, la-
va-se e seca-se a 7OOC. Por este procedimento obtém-se uma solucgdo
sélidackaAgz[HgI4]eaCuz[HgI4]contendoet3moles%do composto de co-
bre, de acordo com 0s resutlados obtidos pelos autores(103).

O indicador, apds a secagem a 7OOC, foi colocado no lado
externo do frasco interno, como & mostrado na figura 35, com um
adesivo a base de cianocacrilato, tendo por nome comercial "Super-
bonder". Logo apds, o frasco externo foi soldado, enquanto o espaco
entre os dois frascos era evacuado. Desta forma, a solucdo nido entra
em contato com o indicador. Este indicador, a temperatura abaixo

de 34OC, portanto a temperatura ambiente, apresenta uma coloracio

alaranjada, como pode ser visto na figura 36.

Figura 36. Frasco de titulacdo, mostrando a cor do indicador ter-

mocromico inorgdnico antes do ponto de viragem.
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. (& - R
Acima de 34°C, que e a sua temperatura de transicgao, a
solucio sdlida apresenta uma coloracdo vermelha purpura. Tal é

mostrado na figura 37.

Figura 37. Frasco de titulacd3o mostrando a cor do indicador termo-

cromico inorganico no ponto de viragem.

A temperatura de transicao deste indicador termocromnico
foi detez}minada por calorimetria de varredura diferencial (DSC).0 t
mograma & mostrado na figura 38.

Com a lavagem do frasco de Dewar com &gua gelada, a cor
original, ou seja, coloracéd alaranjada, & restabelecida.

Devido a mistura sélida apresentar uma temperatura de
transicdao em torno de 34OC, ha a necessidade da reacdao catalisada

O .
nos fornecer um aumento de temperatura da ordemde 10 Coumais oume:

dependendo da temperatura ambiente. Se tal condicdo néo for alcan-
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gada, € inviavel a uﬁi&iza@%m deste sistema parz indicagae do pon-
to final em titulacio termométrica catalitica, a ndo ser gue a o=
lucdo titulante e titulada seijam aguecidas.

Foram feites dois procedimentos, ou seja, fluxo constan-—
te e manual,

De uma solucdo 0,1000 M de icido acetil salicilice, em
meio AN:DMSO 2:1 {(V/V), tomamos 2,0 ml, completamos o volume para
4 ml com o proprio meio, titulamos com solucac n~butdxido de potas-
sie 0,1000 M em n-butanol.

O titulante foil adicionado por:

@] Seringa de fluxo constante, vazio real dé 0,480
ml/min, o ponto final dotectado tanto pelo siztems termistor—ponte
de Wheatstone-registrador, como por indicador termocromico inorga-
nico e o tempo de titulagioc fol registrado por um crondmetro,

I} Bureta comum, gota a gota, e o ponto final‘detewtadm
por indicador termocrdmico inorgdnico. Neste procedimento, obser-
vamoes que a mudanga de coloracio do indicador no ponte final niao
ocorre imediatamente apds a adicio do excesso. Por
este motivo, perto do ponto final, adotamos o critério de cEperar—
mos 30 segundos entrye uma adicio de uma gota & outra. Em ambos og
procedimentos € necessdrioc gque se faca um branco. |

Apds o término da titulacdo, o frasco de Dewar dove ser
lavado inicialmente com &gua gelada, para gue o indicador retome a
sua cor original, sendo a seguir lavado com Agua a temperatura am-
biente e seco,

O mesmo procedimento foi seguido para o acido-benzdico,
80 que agui a massa do Acido foi dissolvida em.4 ml da mistura

AN:DMSC 2:1 (V/V) e titulada com a sclucio de n-butdxido depotissio



0,1000 M sm n-butanol.

Para conpararmoz os resultados, no casoe do dcidoe acetril

101)

salicilice, usamos ¢emétodo proposto por Cmnnmrg( . Keste métoda,

uwna massa de cerca de 1,50000 ¢ & pesada e colocada em um erlien-—
meyer dge 250 ml com tampa esmerilhada. A seguir, Ydunta-se
50,0 ml de NalOH 0,5 N e ferve—se 2 nmistura brandamente a refluxo,

por 10 minutos. Esfriamos e titulamos potenciometricaments o exa

5o de NaO 0,5 N com HZSO4 0,5 N. Nesta titulacio foi utilizado um
potencidmetro "Orion" modelo 701 o eletrodo de vidro combinado

marga "Metrohm" modelo G.A. 109, em KCI & M.

VI.A.3. Resultados ¢ Discussdes

E de se presumir que a exatidio do método depende da in-
clinacao AT/AV no ponto final e a diferenca entre a temperatura da
solucio & o ponto de transigao do indicador. Entretanﬁo, no caso
estudado em gue temos um grande aumento de temperatura no ponto
final, rigorosamente nac ha a necessidade de se controlar a temnpe-
ratura inicial da solu¢ao, como pode ser verificado ne grafico da
figura 3?, que mostra a influencia da temperatura inicial da solu-
gao no volume de eguivaléncia da titulacgdo.

Os resultados do grafico correspondem & titulagdo de
AA.B., na qua; temos como shlugé@ titulada 1,00 ml da solucdo de
AA.5. 06,1016 M em AN:DMEO 2:1 (V/V), diluida com 4,0 ml e AN:
pMSO 2:1 (V/V). O titulante &€ uma solucdo de n-butdxido de potdssio
0,1146 M em n-butanol.

Analisando os dados do grafico da figura 39, verificamos
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Figura 39. Grafico mostrando a influéncia da temperatura inicial
da scluc¢do titulada no volume de egquivalfZnciaz da titu-

lagdo.

gque nao ha influéncia considéxével da temperatura inicial da solu-
gao titulada no volume de eguivaléncia, dentro dos limites estuda-
dos, o gquée nos leva a conclulr gue o controle de temperetura, nes-
te caso, pode ser negligenciado. Neste ¢aso, iste 33 er: esperado,
uma vez que a variacdo de temperatura & de 25°C. Entretanto, ﬁuanw
do se utilizam reac¢des que apresentam uma menor variagio térmica
no ponto £inal da titulacio, o efeito da temperatura inicial da
solugao deve ser estudado.

Na tabela 19 temos os resultados obtidos pavra a titula-
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g&o de dcido benzdico comn-butdxide de potdssio 0,1000 M em n-buta-—

nol. A titulacao foi feita em meio de 4,0 ml de AN:DMSO 2:1

{V/Vj.

Nesta titulacdo comparamos o8 procedimentos manual e fluxo cons-

tante para a adigac do titulante.

Tabela 1%.

Resuitados obhtidos na titulacio de acido bensdico usan—

do ¢ indicador termoerdmico inerganico na deteccao do

pmntw final

Acido benzdico

Acido benzdico

Brro relativo

adicionado  (mg) ancontrado {mg) %
10,02 19,03 0,1
13,40 13,521 0,9
19,76 20,08 {* 1,6
24,55 24,97 1) 1,7
31,49 32,17 2,2
32,95 33,66 1) 2,2
12,59 12,862 2,1
16,86 17,122 1,5
17,19 17,55 %) 2,1
18,77 19,28 (%) 2,7
18,89 19,04 (2) 0,8
35,59 36,05 {?) 1,3

Meig: 4,0 ml da mistura AN:DMSO 2:1 (V/V)

Titulante:

(1)
(2)

n-C

4

H

9

O 0,1059 M em n-C

Titulante adicionado manualmente

4

H,OH

9
{gota a gota)

Titulante adicionado a fluxe constante (0,400 ml/min)

No estudo da determinacgdo do acido acetil salicilico

também foram estudados os dois métodos, envolvendo .o uso de indi-

cador termocrdmico,

Entretanto,

agui utilizamos,

para fins de com=-

paragao, © sistema termistor-ponte de Wheatstone-registrador, para
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a detecgio do ponto f£inal da titulacio. Os resultados deste estudo

encontyam—se na tabela 20.

Tabela 20. Resultados da titulagdo de ALA.S. em meio AN:DMSO com

n-butéxide de potissio emn-butanol

Bl

Método I Erro re- Metodo I7 Erro re- Metodo ITI Erro re-

{mg) lativo {ime lTativo {me) lativeo
% % 3
35,89 -0,39 35,89 -0, 39 35,88 -0, 42
35,01 -~0,33 35,92 -0,21 36,20 ~0,47
36,17 0,39 36,19 G,44 36,24 0,58
36,20 0,47 36,20 0,47 35,90 -0, 36
36,07 0,11 36,09 0,17 36,19 0,44
35,84 ~0,53 35,84 ~0,53 35,86 -0, 47

R {36,020, 1) E_=0,37 §=(36,0¢0,1),Emm0,39 V{36,030, 2) B =0,46

Massa de A.A.5. tomada 36,03 mg (2,00 ml de uma solucldo ©,10000 M
em AN:DMSO 2:1 (V/V), em 4,0 ml de AN:DSMO 2:1 (V/V).
Titulante: =solugzo 00,1130 M de nwcdﬂgOK em n“C4H90H
Método I — Titulante & adicionado a fluxo constante (0,400 mil/min),
detec¢idc do pento final feita pele sistema termistor-pon—
te de Wheatstone-registrador. ' ‘
Meétodo IT — Titulante & adicionado a fluxe constante (0,400 ml/min)
detgcgdo do ponto final feita por indicador termocrdmi-
co inerganico. |
Métode IIT - Titulante & adicionado gota a gota e o ponto finzl de-

tectado por indicador termocromico.

Para avaliar a exatidioc da determinacio de A.A.2. em
comprimidos, foi m@ce$5§rio comparay os resultados obtidos pelo
método proposto, ¢om os resultados de um metodo ja aceito. Para
tanto, foi utilizado o mé&todo proposto por Cmnnar5(1013,jé descri=

to anteriormente, Entretanto, antes de aplica-lc na andlise de



preparados farmacéuticos contendo ALA.S5., testames a sua perfor-—
mance na determinag¢do de A.A.S. puro. Os resultados sd3o apresenta-

dog na tabela 21.

Tapela 21. Titulagdo potenciomeétrica de dcide acetil salicilico

Magsa de A.A.S. Mazsa de A.A.5. Erro relative

pmﬂadail} g} encontrada {g} %
1,52971% 1,53802 0,54
1,56442 1,55624 0,52
1,51662 1,52643 0,65
1,28786 1,.,50036 0,84
1,54790 1,5355%2 -0, 80
1.6591235 1,57560 0,98

(1)

A magsea fol tratada com 50,0 ml d¢ NaOH 00,5373 N & O &@NCesS50
titulado com H2504 0,494 N,

Pretendiamos utilizar o presente métcdo para analisar
A.A.S., em seus preparyados farmacéuticos. Entretanto, estas preDa-
ra¢Bes normalmente vém acompanhadas de amido, cafeina, lactose,
estereato de maghésio e em tratando-se de preparacdes infantis,
temos também a presenca de corantes. Assim, julgamos necessario
verificar se essas substincias interferem no nosso método de ana-
lise. Os testes foram efetuados e o0s resultados encontram-se na
tabela 22.
Em fungdo dos resultades obtidos, verificamos gue as

substancias gue normalmente acompanham © A.A.S., am suas formula=-
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{1}

Tabela 22, EFastudo de interferentes

Massa de Amido Cafeina Lactose Estearato Maszsa de Erro

A_A.S. (g} {mg) {mg) de magné- A.ALS, rela-

pesada sie {mg} ancon= tivo
{mg) trada %

{my )

51,60 16,30 - — — 51,46 ~0,27
Bl,56 18,22 e o —— 51,64 0,16
51,18 12,68 o i - 51,22 0,08
51,73 g - 12,14 e 60,96 1,25
62,89 e e 12,57 o 62,76 -(,22
66,21 — - 13,04 —— 66,38 0,26
52,684 ke 12,65 - - 52,92 0,1%
53,86 e 14,26 - - 53,70 ~0 30
51,27 e 15,62 e - 51,14 ~0,25
59,65 o - — 17,85 59,71 0,10
56,27 i - - 13,46 56,38 0,20
51,34 . - - 19,20 51,19 ~0,2%

(l)Titulagﬁm de A.A.8. em presenga de amido, cafelina, lactose e
estearatc de magnésio: meio - 4,0 ml de AN:DMSO 2:1 (V/V).
Titulante: me4H9OK 0,138 M em H“C4M9
gota a gota, ponto final detectado por indicador termocrdmico

O, Titulante adicionado

inorginico.

gdes farmac&uticas, ndo interferem significativamente na sua de-
terminagao pelo método proposto. Isto & verdade guando se refere
ang fteores de interferentes normalmente encontrados nestes produ-
tos.

Procedemos & determinacio de A.A.5., em varias prepara-
gOes farmacéuticas, conforme mostrado na tabela 23.

Uma das vantagens deste metodos & que nfo hi a necessi-
dade de procedermos a extragido do A.A.S. e tdo pouco transforma-~lo

em salicilato soltvel em agua.
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Taphela 232 . Resultado das andlises
Produto A.A.5. Metedo I Metodo IT Método I1Y Motodo Compa-
Farmaceut ico presen fra} {mg) (meg) rativo

‘ te na {rag )

formi-
{meg)

“Aspirina“ad@ S5G6 485,676,858 498, 304,4 504,524, 1 S0g,3+2,5
"ALALS."ad. 540 489 ,6%2,2 493,9%+7,0 501,5%1,6 497,533, 4
"Methoral®ad., 500 493,3%4,9 497,2+4,5 500,2+2,8 500,083,0
"Aspirina®inf. 125 129,424,353 124,8+3,4 124,214,3 123,042,0
"ALALS."int. 100 109,1x2,6 104,8+1,4 105,4%2,6 10G,020,05
"Melhoral®inf. 85 83,2%2,6 8%,5%1,1 B88,8%0,9 g4,5£0, 4
{1}

De acordo com a formula de cada pxmautm.

Método I - Melo: 4,0 ml de AN:DMSOQ 2:1 (V/V}; titulante:

' “Cy HgOK 0,1401 M em n- C4HgOH. Titulante adicionado
a fluxe constante (0,400 ml/min), deteccao do ponto
final feita pelo sistema termistor - ponte de

Wheatstone-registrador.

Métodon TI - Meio: 4,0 ml de AN:DMSO 2:1 {V/V):; titulante:
n- C4H90K 00,1401 M em n=- CQHJOH. Titulante adicionado
a fluxo constante (0,400 wml/min), deteccdo do ponto

final feita por indicador termocrdmico.

Método TII ~ Meio: 4,0 ml de AN:DSMSO 2:1 (V/V): titulante:
n- C4H90K 00,1286 M em n-C HQOH. Titulante adicionas
do gota a gota, detecgao do ponto final felta por

indicador termocrdmico.

Metodo comparativo - titulagdo potenciométrica

As amostras foram obtidas a partir de vinte comprimidos,
previamente pesados, o0s guais sao triturados e homogeneizados am

gral. Do todo homogéneo, pesamos cerca de 50 mg, dissolvemos dire-
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tamentse noe melio de reacdo e bitulamos. Normalmente fizemos a ana—
lige em triplicata.
Na figura 40 mostramos algumas curvas de T.7.C. de

A.A.S5. purce e em seus preparados farmacéuticos.

VI.A.4. Conclusao

O método de indicacio do ponto final em T.T.C., utili-
zando-se de substidncias termocrdomicas inorginicas, mostrou-sSe Ser
beimn exatay come pods ser visto nas tabelas 19 & 20, qﬁ@ tratam
respectivamante da titulagdo do acidoe benzdico = do acido acetil
laalicilicmw Por outro lado, o método se presta para a determinacdo
de A.A.S5. em preparacdes farmaceuticas, como pode ser visto na ta-
bela 23. Achamos portanto, gue este méetodo pode vir a sﬁbstituir a
.aparﬂlﬁaqem usual de T.T.C., © gue vem tornar a técnica bem mais
simples e barata. Esta € a maior vantagem uma ve# gque a téonica
podera ser realizada sem necessidade de aparelhagem especial, isg-
to &, ¢om uma bureta comunm. Neste caso, o titulante & adicimnadm
gota a gota como em gualguer outra titulagao envolvendo o uso de
indicador. Por outro lado, a substincia termocrdmica imﬂrgﬁnima,
por nos utilizada, &€ facil de ser obtida @ ~a monta-
gem do frasco de titulacdo & bem simples. Convém salientar gue o
indicador pode ser usado paraz muitas titulagdes.

Cremos que este método presta-se para é@; aplicade om La-
boratorios de‘anéliﬂe de rotina, como por exemplo na Industria
Farmacéutica. Foil este o motivo gue nos levouy é utilizarmos esta

téenica na andlise de preparadeos farmac@uticos contendo ALALS.,
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visto gue @ método ndo reguer a extracdo da amostra a ser analisa-
da ¢ nem o seun tratamento preévio, ou seia, a transformacac do
A.A.S8. em salicilato soluvel em agua, como requerem algumas Léo-—
nicas. Poi‘ outro 1&&5, reafirmamos que a limitacao deste método
reside na escolha da reacdo indicadora de ponte final. Tendo em
vista que a substfncias utilizada tem seu ponto de transigic em
BQDC, temperatura €sta na gual a coloragic alaranjada da substin-
cia termocroOmica passa a vermelho plUrpura, necessario &, portan-
to, gque a reagao indicadora nos forneca uma variacio de tempera-
tuxaxkaord@nxdequ%louumiscnxmenmm.Quantocuzcontrolmckmtampﬁratura
inicial da solucao kiﬂuiaﬁa} cata vai depender também‘da agcolha
da reagao indicadora, sabendo-se que na maioria das vezes a tem-

e P O
peratura de trabalho esta situada em torno de 257C.

VI.BE. TITULAGCAD TERMOMETRICA CATALITICA UTILIZANDO IN-
DICADOR TERMOCROMICO ORGANICO

VI.B.1. Consideragoes Gerals

¢ termo "eristal liquido"(loé)

fol usado pela prineira
vez por Leéehmann em 1890, para designar o estado da matéria iﬁter—
medidrio entre um s6lido cristalino e uma fase liguida ordinaria
{(isotropica).

A sua descoberta porém € devida a@ Friedrich Reinitzer, um
botinico austriaco gue preparou o benzoato de coi@sterila e veri-
ficou suas propriedades. Este composto, guando aguecido a 1450C,

sua estrutura cristalina colapsa, formande um liguido turve {(cris-

tal liguide). A 179°C, o liguido turvo desaparece para dar origem
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a um ligquido isotrdpico, sendo que este processe € reversivel.
Reinitzer observou que a cor do liguide turve alterava de verme-
lho para azul, com ¢ aumento da temperatura e de azul para verme-
tho guando o sistema era resfriado.

Cristals liquidos apresentam comportamento de lLiguidos
ordinarios ., como por exemplo, adotam a forma do recipiente gue os
contém. Por outre lado, exibem propriedades anisotrdpicas como as
do so6lide cristaline. Podemos, desta forma, definir oristais 1i-
quidos como "fases fluldas condensadas com anisotropia espontinea®
Sdc também chamados por mesofases mesombrficas, por causa da sua
natureza intermediaria.

Muitos compostos orginicos formam iliquidos cristalinos
guando seu cristal solide & agquecido a temperaturas acima do seun
ponte de fusao. A fase mesam@rficﬂ aparece como um fiuido mais ou
menos viscoso, o gual pode ser identificado visualmente pela sua
turbidez caracteristica ou com um polarimetro, devido a sua bir-
refrigéncia Optica.

A altas temperaturas, em alguns casas, podem coorrer
transicbes para outras mesofases. Tais cristais liguidos, gue sao
formades quando a temperatura e variada, sfo chamados termotirdpi-
cos. Muitos compostos formam um segunde tipo de mescofase, gquando
um solvente € adicionado. Uma guantidade de solvente, acima da
concentragdo critica, proveca uma transformacdo para um liguido
ordinario (isotrdpico). Fases mesombrficas deste tipo sfo chamadas
liotrépicas e sao formadas, por exemplo, com Acidos graxos do ca-
deia longa em meio aguoso ou outro solvente peolar.

H& trés tipos basicos de cristais ligquidos, de acordo

(105)

com Friedel , gue sio dencominados como smeticos, nematicos e
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colestéricoms. Uma representacdo esquemitica destes trés tipos ba-

sicos & dada na figura 41.

——ie s
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Figura 41. Estrutura de cristais liguidos.

- Muitos compostos ndoc formam somente um destes trés ti-
pos, mas exibem acima do ponto de fusio um ou mais tipos sméticos
e a altag temperaturas ambos oz tipos, nematicos cu colestéricos.
A mesofase ﬂmlgstérica & formada por compostos ou misturas de mo-
léculas . guirais. Os varios tipos de mesofases diferem
na ordem de orientacdo do arranijo molecular. Em todos os casos co-
nhecidos at€ © presente momento, este ordenamento & apolar ¢ ndo

apresenta comportamento ferroelétrico.
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a) Cristais liguidos smeticos

A classificagdo de Friedel foi estendida para explicar o
fato da existéncia de varios tipos de cristais liquidos sméticos,
denominados por A, B, ¢, este, Todos os cristais liguidos sméti-
©cos apresentam uma estrutura em camadas. 0s centros de gravidade
das molé&culas alongadas sado arraniadas em planbs equidistantes.
0s arranjos moleculares sho paralelos a uma direcho preferida T a
gqual pode mer normal ao plano {smético A} ou inclinada por um cer-
to Gngulo {smética Q). O arranio dos centres de gravidade dentro
do plano pode ser regular ou ao acaso. Os varios tipos sméticos
podemn ser distinguidos por sua textura em um polarimetro & © seu
ordenamento molecular pode ser obtidoe por difracac de raio-X. De

scordo com Demus et alii‘lge)

. hd pelo menos sete tipos diferentes
de cristais liguidos smeticos. Um exemplo tipico de um composto
gue forma fase smética & o p-{p'-etoxibenzilidenocaminc)-etilcina-

. - , Q. P
mato, qgue apréesenta a sequinte sequencia de fases: 81°C {smetico

B): 118,56C {smético A); 156,50C {nematico) g 159°¢ {isotropico).

b) Cristais ligquidos nematicos

Cristais liguidos nematicos dif&rmm de ligquidos ordina-
rios por uma ordem de alinhamento orlentacional, do arranjo mole-
cular, © gual & caracterizado por um principio simples: média so-
bre tempo ou espago. 0s arranjos moleculares sdo alinhados parale-
Jamente a uma ﬁiregio preferida E, como nenhum efeito ferroelétri-
co pode ser detectado o alinhamento & assumido como sendo nao pm;
lar. Os centros de gravidade s&o distribuidos ao acaso Ccomo €m um
liquido ordinadrio. As meléculas sdo permitidas girarem livremente

em torno de si mesmas. Partinde desta estrutura, cristais liguidos
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sac uniaxiais com respeito & todas propriedades fisicas., O eixo de
simetria & idéntico a0 eixo preferido da estrutura L.

De acordo com a teoria meolecular estatistica, a aniso-—
tropia da polarizabilidade molecular & a responsavel pela ocorrén-
cia da fase de liguido cristalino. A anisotropia da polarizabili-~
dade, por sua vez, & a primeira aproximacio determinada pela ani-
sotropia gaeométrica. O comportamento mesomdrfico & encontrado em
compestos COm meleculas alongadas, as guals na maioriados casos
consister de sistemas aromaticos conjugados. Exigta uma relacio
entre estruvtura molecular e comportanento mesomérfico, o gue nao
cabe ser agul discutido. Muitos compositos gue formam ¢ristais 1i-

guidos nematicos apresentam a seguinte estruiuras

{37}

Em gue R @ Rl sao unidades terminais tais como metil, etil, metd-—
®i, etéxi, halogénioes, etc.
O grupo central X, gue faz a ligagdo entre os dois anéis

fonil, & listado na tabela 24.

Tabela 24. Grupos ligadores mails importantes

Grupo X Nome

mﬂwNw azobenzeno B
C e N=NO—- azoxibenzeno

~CH=CH~ estibenos (trans)

—-CmC- talanos

wHeN{D) - nitrones

~CH=N~ bases de schiff

e G 2 e fanil benzoatos
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Um cristal ligquido nematico muito importante, a tempera-
tura ambiente, & o MBBA, ouw seja, 4d-metdxi-4'-n-butil-benzidenoa-

P oo . . - - O
nilina, cuja faixa nemitica & de 21 a 48°C.

o} Cristais liguidos colestéricos

Cristal liguido colestérice & a denominagio dada a com-
postos derivados do colesterol, guande os mesmos nao exibem fases
mesomnorficas. A estrutura pode ser descrita como sendce nematica
enrclada. Considerande um certo plano, as moléculas sdo alinhadas
paralelamente para uma direcgao preferida ﬁ,,ﬂomo em uma fase ne-
m&ticawlﬁmmnﬂo procede na diregao normal para ¢ plano; gira conti-
nuamente, come resultade temos uma sstrutura em helice, Cujo elixno
pode ser descrito poxr Unico vetor .0 "pitch® p da estrutura €
definido pela distdncia gue &€ necessdria para girar L DOr 2T guEn-
do procede ac longo de Z., O valor de p varia amplammntm‘a normal-
mente éai entre 0,2 ym a valores malores. Unm infinito "pitch" <or-
regsponde a uma estrutura nematica e pode ser ajustado a um valor
desejado pela adicao de guantidades apropridadas de compostos gui-
rais, para um cristal liguido nemdtico. A rotaclo da hélimé pode
sey a esquerda (tipo levo) ou & direita (tipo dextro). Muitos com—
postos derivados do colesterol sao do tipo levo, entretantm,lo
cloreto de colesterila e do tipo dextro. Nio existem correlagao
entre o sinal da atividade 6ptica da molécula livre (i.e., em so-
lugao diluida), com o tipo da hélice colestérica. Entretanto, uma
condicdo necessaria para a formagio de mesofaseé colestéricas &
que a molécula seja quiral.

Os cristais liquidos sdo dividides em duas categorias:

termotropicos e liotrdpicos. A categoria wais estudada & a termo-
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tropica. Os cristais liquides termotrdpicos apresentam algumas
propriedades importantes que EETAE R

1) Formag¢do de monocristais (ordem molecular em uma di-
mensac}, com a aplicagaoc de um campo magnético ordinaric ou elé-—
trico.

2) Atividade ¢Optica des cristais liquidos colestéricos,
de magnitude sem paralelismo em cutro estado da matéria.

3} sensibilidade da estrutura colestérica & alteracdo de
temperatur#a, gue resulta em alteragldo de cor.

A gsensibilidade dos cristals liquidos colestérices a
temperatura e a radiacido tornou-os largamente uiilizados como sen-
sores de temperatuira.

Compostos colestéricos com “"pitches” menores que 700 nm,
exibem uma fase reconhecida recentemente, chamada de fase azul, a
gqual estd situada entre a regildo isotropica e a colestérica. A

. -~ [ ..
faixa de temperatura desta fase & em torne de 17C, na gual reflete

a cor da luz, gue esta asséciada com a estrutura cubica apresen-
tando um parametro c¢ristalino dela mesma com o "pitch” da fase co-
lestérica. ,

Snipregamos uma fita de cristél iiguido, como sensor de
temperatura, para indicagao do ponto final em T.T.C. £ obijstivo
deste trabalho wiabilizar esse uso, desenvolver o frasco de titu-
lagao adeguado para tal, bem como verificar guais as reagdes de
indicagdo do ponto final <que podem ser utilizadas. Pretendemos,
tambémn, procedermos a aplicacao deste metodo.

Ac contririo do que vimos no ltem VI.A., onde havia a
necessidade de termos um aumento de temperatura no poento final da

O . , - - o
ordem de 10 C, para que a indicacdeo fosse viavel, neste matodo tal
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exigincia ndc & necessaria, visto gue o cristal liguido "sente®
temperaturas da ordem de mais ou menos 1°c. Por isso, achamos gque

o canpo de atuagido deste tipo de substincia termocrdmica {cristal

1iguido) & mails amplo gue a mistura soélida de Ag,HgT, e Cu,Hgl,
contendo 43 molest do altimo.
Para tanto, em uma extensa revisio feita por Greenhawidﬁ},

encontramos VArias reagdes catalisadas indicadoras de ponte final
em T.T.C., as qUais poderac ser utilizadas com esta categoria de
indicador termocrdmico.

O método de indicagiao do ponto ﬁiqal em T.T.C., utili-
zando substincias termocrdmicas orginicas, foi aplicade na andlise
de cafeina pura, em preparagoes farmacéuticas & no refrigerante
"Coca~Cola™. Foi aplicado também na determinacic de acido acetil
éalicilic@ (A.A.S.) puro e em preparagdes farmacéuticas.

Cafeina & um estimulante presente em muitos pr@pmraﬁoa
farmacéuticos, em produtos alimentares e em bebidas (alcodlicas
é nao alco®licas). Nas prepara¢des farmacduticas sua presenga &
guase gue obrigatéria nas formulacdes analgésicas ¢ antipiréticas.

Varios sdo os métodos utilizados na sua anflise, tais
como: titulag¢ido complexométrica, espectrofotometria UV, nefelome-

tria, titulacgaoc potenciométrica, gravimetria e cromatografia, como

pode ser visto na revisdao feita porx CmnnorélOl)ﬂ Recentemente,
.5 (107 - . -
Ffogg et almm( ) desenvolveram um métode para a determinagiao de

cafeina usando a tecnica voltamétrica por injecdo de fluxe. Mavana
(108)

e Jayaram determinaram cafeina em bebidas ndo alcodlicas, em
‘cha, cafe e em preparacbes farmacéuticas por titulagdc usando o
N-cloro-p~toluenossulfonamida {(CAT).

No presente trabalho, determinamos cafeina pura, em prae-
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paragbes FfarmacButicas e em "Coca=Cola™, por titulacgio termomébri-
ca catalitica, usande como titulante uma sclugic de acido acético
glacial e anidride acético na proporcio de 98:2 (VIV); O meio de
reacdo consiste de uma suspencas de guinidrona em anidrideo acético
{0,8 g de guinidrona em 5 ml de anidrido acético), gue constitui
uma combinagao de solvente e titulante obtida por Gx@emhmw{lﬂg}y
gue leva a uma curva de titulacldo bem favoravel, como pods sarx
visto na f£igura 42.

Nesta titulagic a reagao de indicacgdo de ponto final £
a acetilagao da guinidrona, a gqual tem um aumento de temparatura

no ponto £inal da ordem de 47,

VI.B.2. Parte Fxiperimental

VI.B,2.a., Aparelhagem

Nas titulagdes termométricas o titulante foi adicionado d=
forma como desarito 4 seguir, bem como a velocidade de adigao do ti-

. - . - . . . ot o y {110}
vidas como metodo comparativo, foram feitas de acordo com Wimer -
Para tanteo, utilizamos o eletrode de vidro "Beckmann" modelo 39.000,
como indicador e como eletrodo de referéncia o de calomelanc
"Beckmann", ambos com solugic saturada de ¢loreto de potéssio.

O potencial foi medido através de um potencidmetro "Orion®
modelo 701. Na determinag¢do de cafeina na "Cola-Cola", utilizamos
- i . ‘ {111
como metodo comparativo o proposto por Parke et alii - Para
tanto utilizamos umespectrofotdmetro UV/visivel "Zeiss® modelo

P.M.Q, II.
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Figura 42. Curvas de titulacio termométrica catalitica para a ca-
feina. a) Cafeina pura; b) Melhoral adulto; ¢) Coristi-

na d; 4) "Coca-Cola"; &) hranco.

As titulacgdes potencicometrica do acido agetil salicili-
co foram efetuadas tal como descrito em VILA.Z.a.

O frasco usado para titulagae consiste de um béguer com



capacidade de 20,0 ml.
introduzimos

gquer e colamos a sua extremidade com

titulagio podse ser visto nas figurass

locarmes © béguer com a fita afixada

para evitar gue a mesma molhe e, com

esclarecer gue nac ha outro culdadeo

o descrito acima.

Figura 43.

Felo lado de fora des

Frascd de titulacdo mostrando o comportaments do
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te, afixamos a fita e

o bkéguer com a mesma afixada dentro de um outro bé-

"aAraldite". Este frasco de

43 & 44, b finalidade de cow-

dentro de um outro begquer &

isto, seja destrulda. Resta

ser observado gue ndo seja

e w
,::, ,/ w;m V' ” i

i V(A;:w(z

indi-

cador termocrdmico orginico antes do ponto de viragem,
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a 44. Fraaco de titulac3o mostrando o comportamente do indi-

cador termocrdmico orgdnico no ponto de viragem.

VI.B.2.bh. Reagenies Utilizados

Hidrdéxido de amdnio P.A. "Merck"
Clorofdérmio P.A. "Merck”

Aeido acetil salicilico P.A. "Merck”
Cafeina anidra R.P,E. "Carlo Erba”
Acido acético glacial "Merck”
Anidrido acético P.A. "Merck"
Quinidrona R.P. “Carlo Erba”

Acido percldrico R.PLE, "Carle Erba"'

Ftalato acido de potéssic P.A. "Baker”



-~ n=butanol P.A. "Merck®

« Acrilonitrila P.A. "Merck®

-~ Dimetilssulfoxido P.A. "Merck”
~ Potassio metdlico comercial

= Keido henzdico R.P.LE. "Carlo Erba®
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O indicadoy termocriomico orginico consiste de uma fita

utilizada para controlar temperatura de aguario. Esta Fit

b

vavelmente € constituida de uma mistura de aril e/fou a2lguil coles-

terilas e pode ser encontrada em gqualguer loja que trabalhe com

material de aguiario.

Quanto ao mecaniszmo de indicagao, temes gue considerar o

segquinte: "o ponto de viragem™ & aguele no qual o ponto indicativo

da temperatura anterior "a viragem" esta completamente azul,

como a imediatamente superior.

Em seguida esquematizamos uma ilustragdo gue vam a

plicar melhor tal fato.

a) Inicio da titulaciao

22 24 26]

Jevemente azul

verdo

b} Término da titulacgio

22 | 24 | 26

azul

azul

verds

assim
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B soluciode n~butdxido de potissio 0,1 M 2m n-butanol foi
preparada e padronizada conforme descrito em IV.R.3,

A solucao de dcido perclorico fol preparada'pala disso=-
lugae de uma guantidade zuficiente do aeoldo, paras termos uma solu-
g8o em torno de 0,1 M, em acido acético glacilal e anidrideo acético
na razioc de 98:2 (V/V). Esta solugdo fol postericrments padroniza-
da com ftalato acido de potassic em meice acido acético clacial,
usando come indicador a solugao de cristal violeta a 0,3% em aci-
do acético glacisl; sequndo o procedimento recomendado oor

Kolthoff e Hrucrmnst@in(112{ Esta solugdo tem gue ter a sua oon-

“e

centracio «orvigida, guando a temperatura de trabalho tlver =1
de diferenca da temperatura de padronizacidoe. Para tanto, laniamos

mac da seguinte expressio:

M,
My = = (38)
1 l+0,0011{T1“T )
=)

onde, Mp = molaridade corriglida para a temperatura de Zrabaliho
MT = molaridade na temperatura de padronizacao

Tl = temperatura de trabalho

T = temperatura de padronizagdo

As soluches utilizadas para a titulagido de acido avetil
salicilico, utilizando indicador termocrdmico crganico, foram des-
¢ritas em VI.A.Z2.b,

O meic de reagao para a titulacgio termométrica cataliti-
ca da cafeina consiste de uma suspensdo de guinidrona em anidrido
acético (0,8 mg de quinidrona para % ml de anidrido acético) . Esta

suspensio deve ger preparada no memento de use 11091
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VILB.Z2.0. Procedimento

Uma solucio de cafeina 00,1000 M em guinidrona e anidrido
acétice foi preparada, Desta solugho tomamos varias aliquotas de
2,00 ml e tituvlamos com a solughie de Acido perclirico 00,1000 M am
Adcido acético glacial e anidrido acético na préporgac de 98:2 (V/V),
segunde ¢ procedimento descrito por Gfﬁﬁﬂh@wilog},

Primeiramente, o titulante fol adicionado a fluxo cons-
tante {0,400 ml/min) e o ponto final detectado pelo siztema ter-
mistor-ponte de Wheatstone-registrador ou a solucio titulante foi
adicionada & fluxo constante {0,400 ml/min) & o ponto final detec-—
tado por indicador termocrdmico organice f{cristal liguido) & o
tempo de titulacao registrado por crondmetro. Outro procedimento
adotade fol a titulacio manual, na gual © titulante & adicionado
gota a gota através de uma bureta comum. Neste processo, também
adotamos o c¢ritério de esperarmos 30 segundos entre a adigio de uma
gota & outra, perto do ponte final. Em ambos 05 casos & necessario
fézer uma correcio de uma titulagdo em bhranco. Determinames também
cafeina pura e em preparacdes farmacduticas usande o método pro-
posto por Wimﬁxilxol,que consiste em titular potenciometricamente
cafeina, com solugio de acido perclérico, ja descrita, em meio
anidrido acético,

Na determinacio da cafeina no refrigerante "Coca-Cola®,
fez-se necessarioc uma extraclo prévia da mesma. Para tal, utili-
zamos © metodo proposto por Mayana e Jayaram(log). Este método
consiste na extragio da cafeina com hidroxido de aménio (dp=
0,89 5} com guatro porgoes de 20 ml de cloroférmio, & posterior-

mente evaporado em banho maria. Como metodo comparativo na deter-
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minacdo de cafeina no refrigerante “Coca-Cola®, usamos espectro-
fotometria UV a 273 nm, de acordo com ¢ proposto por Parke et
arii (111

Guantoe a determinagio de A.A.S. puro e @m‘praparacﬁﬁﬁ
faymacéuticas, o procedimento adotado foi o mesmo descriio em

4

VI.A.2.C.

VI.B.3. Resultados & Discussdes

A titulagac de uma soluclo de cafeina em meio de guini-
drona (0,8 g} & anidrido acético {5 ml), com acido perclérico
60,1000 M em &cido acético glacial e anidride acético na proporcio
de 98:2 (V/V), foi realizada com a finalidade de avaliar os resul-
tados obtidos com este tipo de indicador. Os resultados encontram-
s¢ na tabela 25,

A fim de avaliar a exatidio do métedo de analise da ca-
feina nmsxnaﬁeriais estudados, a determinagidc da cafeina foil tam~
bem realizada por um método ja aceito. O método aceito, usado para
comparar ¢com 05 resultados do nosso método foi a titulacido potan-
ciométriEa da cafeina em meio ndo agucso, de acordo com ¢ proce-
dimento prmpoﬂtm-pﬂr Wimer(110{ Neste método a cafeina é titulada
potenciometricamente com solugio de acido perclorico 00,1000 M em
acido acético glacial e anidgidm acético na proporgao de 98:2
{(V/V}). O meio de titulagdo &€ o anidrido acético.

Como eletrodo indicador utilizamos o de vidro ¢ como re-
feréncia o de calemelano em perclorato de 1itio 0,1 M em anidrido

acético.
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Tabela 25. Titulacfc de uma soluclo de cafeina® com HCIC, 0, 1000 M

4
com © uso de substincia termocrdmica orginica como in-
dicador
Método I Erro re- Método II Brro re— Método 11T Erra rea-

fmg) lativa {mg} latévm {mg) lativ@
38,49 ~0,8% 3B, 46 -0,93 38,51 ~G,80
38,53 ~G,75 38,53 -0, 75 39,20 0,98
39,19 0,95 39,17 0,80 39,08 0,67
38,85 0,08 38,85 0,08 38,49 -0 ,8%
32,400 0,46 . 39,460 0,46 38,67 -0, 39
38,62 w52 38,604 -0,46 38,63 -0 ,48

X=(38,850,3) Enm=0,60 X=(38,8%0,3) Em=0,60 X={38,8%0,3) EBm=2, 70

a - * . .. o
2,00 ml de uma solugao de cafeina 00,1000 M em anidride acérico

(38,82 mg).
Meio: 5,0 ml de anidrido acético e 0,8 g de guinidrona., Titulante:
solugio de HClO, 0,1130 M em acido acético glacial:anidrido acéti-
co 98:2 {(V/V}.
Método I - Titulante & adicionado a fluxo constane {0,400 mil/min),
detecgdo do ponto final feita pelo sistema “ermistor-—
ponte de Wheatstone-registrador.

Método IT - Titulante & adicionado & fluxo constante (0,400ml/min) .
deteccido do ponto final feita por indicador termoorb-

mico orgidnico.

Método IXI: Titulante & adicionado gota a gota e o ponto final de-

tectado por indicador termeccrémiceo orginico.

Algumas titulacdes, feitas com a cafeina pura, ser—
viram para testar a preformance do método. 0s resulitados encon~

tram—-se na tabela 26,
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Tabela 26. Titulacao potenciometrica da cafeina

Cafeina® {me ) Erro relativo (%)
38,82 2
IR, 69 -0,33
38,90 ‘ 0,21
38,95 {h,33
38,49 ~-0,85
38,84 | 0,05
X=(38,8%0,2) Em = 0,30

| 2,00 ml de uma soluclo de cafeina 00,1000 M em anidrido acético

{38,682 mg). Titulanie: selugio de H6104 0,31130 M em Soido acéti-
co e anidrido acético 98:2 {V/V). Meig: 8,0 ml de anidrideo sod-

4

tico.

Como ja visto anteriormente, a2 cafeina tem sua presanga
quase ¢ue obrigatoria nas formulagdes analgésicas & aﬁtipirétimaﬁq
Assim, as fcrmuiagaes de cafeina contém, alem da mesma, A.A.S.,
amido e &s vezes estearato de magnésio. Algumas formulagOes podem
ter outros constituintes, além dos ja citados, porém estio pre-
sentes em quantidades tdo pequenas gue, se houver interferéncia,
esta estard situada na faixa de erro do método de andlise usado.
Na tabela 27 temos os resultados dos testes de interferéncia rea-
lizados. |

Bm vista dos resultados cobhtidoz, podemos verificay gue
os constituintes normalmente encentrados nas formulagdes farmacéu-
ticas, nfo interferem significativamente na sua determinagidc nos

teores normalmente presentes.
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Tabela 27. Estudo de interferentesg 't
Cafeina Amido ALA.S, Estearato Cafeina Erro relati-
pesada {mer) {mqg) de magné- Erneon- ve  {%)
{rng} sio {my} trada
fmcy)
37,87 14,29 - - B?fﬁ? {3, 99
35,43 16,3% - e 35,23 w i, Bi
39,1z 15,84 - e 39,35 D,59
36,81 . 560,19 - 36,98 0,46
315,49 —— 584,30 - 35,67 0,51
34,56 e 576G, 26 e 34,82 -0, 40
3F,EL - e 11,80 37,32 0,35
38,36 - e 12,12 38,55 0,50
37,26 b e 11,04 36,594 -0, B6
(I}Titulagﬁcid@ cafeina em‘prmﬁﬁnga de amido, A.A,S, e estearato

de magnésio. Meio: 5 ml de anidrido

drona. Titulante: solugic de HC104 ¢,1097 M em acide acéticao

acético e 0,8 g de guini-

glacial e anidrido acetico 98:2 (V/V), adicionado gota a gota e

o ponto final detectado por indicador termocrdmico organico.

Foram feitas determinagdes de cafeina em varias prepara-

¢Oes farmacéuticas. Come ja visto anteriormente, ni3o hi a necessi-

dade da sua extragdc prévia. As amostras foram obtidas a partir de

vinte compr imidos, previamente pesados, os guals foram triturados

e homogenei zados em gral. Do todo homogeéeneo, pesamos cerca de 500

mg e dissclvemos diretamente no meio de reagdo e titulamcs. As ana=-

lises foram feitas em triplicata. Os resultades encontram-se

tapbela 28.

na
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Aldgumas curvas de T.T.C. da cafeina foram mostradas na

figura 42 -

Tabela 28. Resultados das analises de cafeina, efetuadas em pre-

paracoes farmac@uticas

Produto Cafelina Método I Método 11 Método IIT Método com—
pregsen=  /mg /g f ey parativo
ted /mg /my

Melhoral ad. 30 28,00, 4 28,6%0,7 28,8%0,1 29,0:‘;{),7

Coristina 4 30 27,4420,1 27,3%0,1 27 8E0,2 27,4%0,3

i

De acordo com a formula de gada produto.

Meio de titulacio: 5 ml de anidrido acético e 0,8 ¢ de guinidrona.
Titulante: solugdo de HC10, 0,1097 M em acido acetico glacial e
anidrice acétido 98:2 (V/V).

Método I+ Witulante adicionado a fluxeo constante (0,400'ml/min),
detecgao do ponto final feita pelo sistema termistor-

—ponte de Wheatstone-registrador.

Métode II: Titulante adicionado a fluxo constante (0,400 ml/min),
deteccéo do ponto final feita por indicador termocromi-

co organico.

Metodo ITI: Titulante adicionado gota a gota e o ponto final detec—

tado por indicador termocromico organico.

Método comparativo : Titulagdo potenciométrica em meio anidrido

acétrico,

Estudamos também a aplicacgdo do metcdo na det@rmihagﬁm
“de cafeina no refrigerante gque leva o nome comercial de “Coca-
Cola®". Para determinarmos cafeina na "Coca-Cola" ha a necessidade
de realizarmos a sua extragdo, a gual ja fol anteriormente descri=-

t+a e gue consiste na sua extragio com cloroformio, em melo amoniaw
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cal. Fizemos um teste de recuperacio da mesma apds extragio, cuijo
resultado encontra=-se na tabela 29. A recuperacao da cafeina apds
a extracio fol de (9%9,310,2}%, o gue vem a mostrar gue este meto=-

doc & bastante eficiente.

- o Pl l
Tabela 2%. Teste de recuperacgidc da cafeina apdk exﬂra¢a0€ )

Cafelina Cafelina Cafeina
pesada recuperada recuperada
{mey) {mg) %
25,48 25,32 99,4
26,84 26,60 ag, 1
27,64 27,45 99,2

¥ o= (99,3%0,2)

(1} A cafeina foi extraida e titulada com HClO4 0,146 M em acido

aceético glacial e anidride acético 28:2 (V/V), em meio de 5 ml

de anidride acético e 0,8 g de gquinidrona. O titulante foi
adicionado gota a gota e o ponto final detectado por indicador
rermocrdmice orginico.

A determinscio da cafeina na oca~-Cola elo met
A det = d H " Cola" pel todo

comparativo ujjjfai feita da segquinte forma: uma aliquota de 5,0

ml foi tratada com 10 ml de NHQDH(dRéO,SQS} e submetida a extracgao
com quatro porgoes de 20 ml de clorofdrmico. O solvente fol evapo-
rado em banho-maria. 0 residuo foi dissolvido com agua destilada

em um baldo de 100,0 ml cujo volume foi completado até a marca.
Fizemos a medida de transmitancia em espectrofotometro usando cela
de guartzo de 1,0 ¢m de espessura, no comprimente de onda de 273 nm.

Para procedermos a T.7.0., fizemos a extragdo a partiy de

uma aliguota de 100,00 ml, O residuo foi disselvido em 5 ml de ani-
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drido aceético e transferido diretamente para ¢ frasco de titula-
gao. Adicionou-se 0,8 g de guinidrona e titulou-se com solugdo de
HClO@ 0,1 M em acido acético glacial e anidrido acético 98:2 (V/V).

Os resultados encontram—se na tabelsa 30.

Pahela 30. Determinacio de cafeina na "Coca~Cola®

Produto Cafeina Método I Método II Método 111 Método compa-
«presen- {pg/mi) {hg/ml) {uag/mi) rativo
te (1) (bg/ml)
{hg/ml)
"OCoca-Cola® 106G 93,44£0,2 93,8%0,1 B94,020,1 95, 4:40,4
{1} {113

Tecr maximo tolerado pela Organizacdo Mundial de Satde
Meio: 5 ml de anidrido acético e 0,8 g de guinidrona. Titulante:
solugio de HCIOQ 0,1108 M em Acido acdético glacial e anidride acé-
tico 98:2 (V/v).

Método I: Titulante adicionado a Fluxoe constante {0,400 mi/min),
detecg¢ldo do ponto final feita por termistor-ponte de
Wheatstone~registrador.

Método II: Pitulante adicionado a fluxo constante (0,400 ml/min),
detecgdo do ponto final feita por indicador termocrdmi-

oo organico.

Método IIT: Titulante adicionado gota a gota e o ponto final de-

tectado por indicador termocrdomico organico.

Método comparativo . Determinagfo espectrofotometrica a 275 nm.

Determinamos A.A.S. puro e em preparacdes farmacéuticas
vtilizando cdomo titulante a zolugio de n~butdxi de potassio 0,1 M
em n-butancel & como meio de reacdo a mistura AN:DSQO 2:1 (V/V),
degscrita em VI.A.L.

Inicialmente, titulamos A.A.S. puroc, cujos resultados
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encontram-se na tabela 31,

A segulir temos na tabela 32 oz resultados de determina-
gio de A.A.S. em preparagoes farmacéuticas. O procedimento para a
obtencio das amostras e & gquantidade tomada para anidlise j& foram
descritas em VI.LA. 3.

Tabela 231. Titulacdo de uma selucio de dcldo acetil 5aliﬂilim@(1}

com n-butdxi de pmtﬁssi@gz}

Méatodo I Brro relativo Método II Erro relativo

{mig} % {mg} 3

38,10 0,132 37,587 -0, 21
3B,18 0,34 38,12 0,18
37,86 ~0,24 37,89 —0,42
38,22 0,45 - 38,90 ~0,39
38,15 0,26 38,16 0,29
37,92 -0,34 18,21 0,42

X = (38,1 % 0,1) Em = 0,29 X = (38,0 ¥ 0,1) Em = 0,32

) 5 00 ml de uma solugdic 0,1056 M (382,05 mg) em AN:DSMO 2:1 (V/V)

{2) =

solucdac de n~C,H OXK 00,1167 M em an4HQDH

479

Meio: 2 ml da msitura AN:DMSO 2:1 (V/V)

Método I: Titulante & adicionade a fluxo censtante (0,400 ml/min)
e deteccgdo do ponto final feita pelo sistema termistor-
ponte de Wheatstone-registrador.

Método IT: Titulante & adicionade gota a gota e o ponto final de-

tectado por indicador termocrémico organico.
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Tabela 32. Resultades das analises de A,A.S5. em preparacbes farma-

céuticas

Produto a.a.s. Y Método I Métodoe compara-
presente tmepd Livo
{mg) {ma)

"Aspirina® ad. 500 494 ,2%0,5 - 494,017, 0
"ALALE." ad. 5060 506G,0F0,3 A90,0X2,0
"Aspirina™ inf, 125 121,2%0,8 127,0%x2,0
"Melhoral®™ inf. 85 85,540, 9 85,0+1,0

{1}

uantidade presente de acordo com a formula do produto.

Meio de titulacido: 4 ml de AN:DEMO 2:1 {(V/V). Titulante: mMC@HQQK
0,1154 M em n“CQHQOHW

Método I: titulante adiclonado gota a gota, detecgao do ponto fi-

nal feita por indicador termocrémico organico.

Método comparativo : Titulagio potenciométrica.

Os estudm&?rmalizados nas partes VILA., e VI.B. desta
tese, mostram a peossibilidade de uso de substincias termossensi-
velis para indicag¢do do ponto final da titulacio. Fstas substdnocias
termossensivels inorgdnicas ou orginicas (cristais liguidos) per-
mitem a realizacdo de T.T.C., sem a utilizagdo da aparelhagem nor-
malmente usada para este fim, isto €, o sistema termistocr-ponte d?
Wheatstone-registrador. Como a titulacgio pode ser realizada com a
adigdo do titulante "gota a gota", a mesma pode ser realizada com
aparelhagem convencional. Isto torna o métode mais simples e pos-

sibilita a utilizacgdo da mesma em laboratdrios onde nao exista o
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tituladmk termométrico. A ndc necessidade do uso do referide equi-
pamento torna o método mais barato. A exatidiic e a precisdo nos
estudos realizados estdo proximos daguelas conseguidas com o ti-
tuladeor termemétrico. Assim, no caso da titulacgio do acido benzdi-
'c@ pu acideo acetil salicilico com n-butdxic de potdssioc em n-bu-
tancl, no meio estudado, pode—-se utilizar tanto o indicador 1Ty
ginico {(temperatura de transiclc igual a 34°C)} como o indicador
& base de cristal liquido, com temperatura de transicio cerca de
10°C mais baixo. Isto & esperado levando em conta gue © gumento da
temperatura no ponto final da titulacio & da ordem de 25°C @ gque a
temperatura ambiente & de cerca de 2570,

Entretanto, na titulagho de cafeina com acido percliéyi-
co em melo anidrido acéticgo e guinidrona, ¢ indicador inorganicoo

{selugio sOlida de Agz[HQIg] e Cu, [Hgl,] nao pode sex utilizado,

2 A
se a temperatura ambiente for da ordem de 2$DC, porgue o aumento
de temperatura no ponto final da titulagao & da ordem de 4°¢. Bp-
tretanto, <om ¢ termometro & base de cristal liquido esta titula-
¢ao se torna possivel, visto gue temos transigdes de cor a tempe=-
raturas logo acima da-ambiente,

Portanto, quandoe uma nova titulagdo tiver gque ser uti-
lizada, &€ importante considerar o aumenteo de temperatura no ponto
final da titulac3o e a diferenga entre a temperatura da solugic e
a de transic¢ao do indicador. Qutra vantagem € gue os indicadores
termocromicos podem ser utilizados infinitamente para muitas titu-
lagdes. Tanto o indicador & base da mistura sdlida, Ag.lHgI,} e
Cuz[ﬂgiéj,cwnm:n indicador & base de e¢ristal 1iguido té&m sido usa-
dos em nosso laboratdrio a cerca de um ano sem apresentar proble-

mas.
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Outro ponto a mmnéiderar & que os métodos analliticos
descritos na Farmacopéia Brasileira sao, em sua maioria, métodos
gxeguiveis num laboratoric de uma farmicia cliassica (onde era su-
ficiente ter uma balaﬁga com até tres casas decimals, pipetas, bu-
retazs,ete. ) . Acreditamos gue ¢ metodo de titulagio termométrica
catalitica com o uso de indicador termocrSmico’ pode ser adaptado

a essas farmacias ou peguenos laboratdricos farmacéuticos com pou=

CoR Yecursah.
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capirTuno viI

PERSPECTIVAS FUTURAS

3. Eﬁtﬁn&@r‘a aplicagac da titulagldo termemétrica cata-
l1itica para oubras proteinas para se fer maior seguranca guanto a
aplicabilidade do método. '

2. Procurar desenvolver métodes baseados nesia mesma
técnica para titulacdo de grupos ndo protonados das proteinas. Se
igsto for possivel, se poderia determinar ¢ niimero total de grupos
titulaveis das proteinas por um metodo simples e rapido.

3. Tentar ntilizar a técnica da titulacas téxmmmétriaa
catalitica para oultros sistemas por se tratar se ume técnica sim-
ples e que disgspensa o uso de aparelhagem.

4. Atualmente tem-se desenvelvido aparelhagem onde
tem~se sensores Opticos acoplados a absorcidmetros por meio de
fibra Sptica. As substincias termocrémicas podem ser usadas COmMoO
sensores térnmicos acoplados a absorcidmetros por meio de fibra Op-
tica. Neste caso se poderia realizar a titulagdo termométrica a
fluxo constante, sendo que a variagao da poténcia da luz refletida
pelo indicador serviria para indicar o ponto final da titulacao.
Tal sistema, apresentaria desvantagens, em relagdo aoc titulador
termométrico, em que se utiliza o termistor como sensor de tempe-
vatura mas permitira gue a titulagac termométrica fosse realizada
com um fotSmetro de filtro ou espectrofotdmetro, aparelhos estes
disponiveis na maioria dos laboratdrios.

5. Outra poéﬁibiliﬁade seria usar estas substdncias ter=-
mossensiveis em testes qualitativos. Assim se poderia colocar ©
sensor de um lado de uma lamina de vidro e do outro certas subs-—
tincias gue poderiam reagir, com liberagdo de calor, catalisadas

pela gue se guer identificar.
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